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To whom it may concern

The dissertation submitted by Alfonso Gil Sanchez to obtain the Ph.D. Degree
in Medicine from the University of Murcia entitled “In vivo investigation of human
placental transfer of "*C-labelled fatty acids” is an original work.

The general objective of the present Doctoral Thesis was to deepen in the
knowledge and understanding of the mechanism involved in the placental transfer of
fatty acids to the fetus.

To reach this objective, eleven pregnant women undergoing elective caesarean
section were recruited for the study. Twelve hours before delivery, the subjects received
one oral dose of uniformly ">C-labeled fatty acids. "*C-Fatty acids from placenta tissue
and from maternal and fetal plasma were measured by gas chromatography-
combustion-isotope ratio mass spectrometry. The concentration of the 3C-labeled fatty
acids, the ratio of distribution of '*C-tracer between placental tissue and maternal
plasma was calculated and the tracer fatty acid transfer from the mother to the neonate
was estimated. The study demonstrates the preferential enrichment of long chain
polyunsaturated fatty acids over parent essential fatty acids in the placenta and a
preferential docosahexaenoic acid transfer from maternal plasma to cord plasma.

The scientific quality of this research work has to be highlighted and this has
been expressed through the publication of the work in a very prestigious journal: The
American Journal of Clinical Nutrition. | agree with a favourable recommendation as a
European thesis.

In conclusion, the doctoral thesis submitted by Mr Alfonso Gil Sanchez fulfils the
European standards to obtain the Ph.D. degree.

If you have any further questions please do not hesitate in contact me either by
phone (+43-316-385-84605) or by e-mail gernot.desoye@medunigraz.at
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A guien pueda interesar

La Tesis presentada por Alfonso Gil Sanchez para obtener el grado de Doctor
por la Universidad de Murcia titulada " Investigacian in vivo de la transferencia placentaria de
acidos grasos marcados con 13carbono en humanos” es un trabajo original

El objetivo general de la presente Tesis Doctoral fue profundizar en el
conocimiento vy entendimiento de los mecanismos envueltos en la transferencia placentaria
de acidos grasos al feto.

Fara alcanzar este objetivo, fueron reclutadas once mujeres gue iban a
someterse a una cesarea electiva. Doce horas antes de la intervencion, las pacientes
recibieron una dosis oral de acidos grasos marcados uniformemente con 13C. Mediante un
cromatdgrafo de gases acoplado a un espectrémetro de masas de isotopo ratio se midid la
cantidad de 13C-acidos grasos en el tejido placentario y en el plasma materno vy fetal. e
calculd la concentracidn de 13C-acidos grasos, el ratio de distribucion de 13C-acidos grasos
entre tejido placentario v plasma materno vy se estimo la transferencia de los acidos grasos
marcados desde la madre al neonato. El estudio demuestra en la placenta el enriguecimiento
preferencial de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga respecto a los acidos grasos
parentales v una transferencia preferente desde el plasma materno al plasma de cordan del
acido docosahexasnoico.

Ha de destacarse la calidad cientifica de este manuscrito, demostrada por su
publicacion en una prestigiosa revista: The American Journal of Clinical Mutrition. Estoy de
acuerdo en recomendar favorablemente este trabajo como Tesis Eurcpea.

En conclusidn, la Tesis Doctoral presentada por D. Alfonso Gil Sanchez cumple
Con l0s estandares europeos para obtener el grado de Doctor.

Sl tiene alguna otra pregunta no dude en contactar conmigo telefdnicamente
(+43-316-385-8460%) 0 por e-mail gernot desove@@medunigraz. at
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" understanding of the mechanism involved in the placental transfer of fatty acids to the fetus.
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recruited for the study. Twelve hours before delivery, the subjects received one oral dose of
uniformly ™C-labeled fatty acids. "°C-Fatty acids from placenta tissue and from matemal and fetal
plasma were measured by gas chromatography-combustion-isotope ratic mass spectrometry. The
concentration of the C-labeled fatty acids, the ratio of distribution of *C-tracer between placental
tissue and maternal plasma was calculated and the tracer fatty acid transfer from the mother to the
neonate was estimated. The study demonstrates the preferential enrichment of long chain
polyunsaturated fatty acids over parent essential fatty acids in the placenta and a preferential
docosahexaenoic acid transfer from maternal plasma to cord plasma.
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The scientific quality of this research work has to be highlighted and this has been expressed
through the publication of the work in a very prestigious journal: The American Journal of Clinical
Nutrition. | agree with a favourable recommendation as a European thesis.

In conclusion, the doctoral thesis submitted by Mr Alfonso Gil Sanchez fuifiis the European
standards to obtain the Ph.D. degree.
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Ha de destacarse la calidad cientifica de este manuscrito, demostrada por su
publicacion en una prestigiosa revista: The American Journal of Clinical Mutrition. Estoy de
acuerdo en recomendar favorablemente este trabajo como Tesis Europea.

En conclusion, la Tesis Doctoral presentada por D Alfonso Gil Sanchez cumple
con los estandares europeos para obtener el grado de Doctor,

Prof. Dr. med. Johannes Bitzeri_
Chair )
University Women's Hospital Basel
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To whom it may concern

Dr. Alfonso Gil Séanchez was in the division of Metabolic Diseases and
Nutrition, Department of Pediatrics, Children's Hospital, Dr. von Haunersches
Kinderspital, Ludwig-Maximilians-University of Munich from 8" January to 30" May
2008 and he had been awarded a scholarship by the DAAD (German Academic
Exchange Service) for his academic study and training in Germany.

Dr. Gil Sanchez was participating in the analysis of fatty acids and 13C-fatty
acid analyses. He was very well integrated in our team. He was very cooperative and
obtained a profound knowledge about the theory and practice of fatty acid analyses.
Thus he contributed to improve the discussions about results.

In conclusion, Dr. Gil Sanchez makes very good use of the stay in our
laboratory and we wish him all the best to obtain the European thesis Ph.D. degree.

L

Prof. Dr. med. Berthold Koletzko
University of Munich

Das Klinikum der Universitat Miinchen ist eine Anstalt des 6ffentlichen Rechts

Leiter der Klinik: Prof. Dr. D. Reinhardt
offentl. Verkehr: U3, U6, Bus 58 bis Haltestelle Goetheplatz
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A quien pueda interesar

Lr. Alfonso Gil Sanchez estuvo en el Hospital Infantil Dr. won Haunersches
Kinderspital, en la Divisidn de Nutnicion v Enfermedades metabolicas del Departamento
de Pediatria de la Universidad Ludwig-haximilians de Munich, desde el ocho de enero al
treinta de mayo del 2008 v fue galardonado con una Beca del DAAD (Servicio Aleman
de Intercambio Académico) para estudiar y formarse en Alemania.

D. Alfonso Gil Sanchez participd en el analisis de acidos grasos y 13C-
acidos grasos. Se integrd muy bien en nuestro equipo, fues muy cooperativo y obtuvo un
profundo conocimiento sobre la teoria vy la practica del analisis de acidos grasos,
contribuyendo de este modo a mejorar el debate sobre los resultados.

En conclusién, el Sr. Gil Sanchez hizo muy buen uso de su estancia en
nuestro laboratorio v le deseamos lo mejor para obtener el Titulo Europes de Doctor,

R
LR

Prof. Dr. med. Berthold Koletzko
University of Munich
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Introducciéon

1.1Lipidos: consideraciones generales.

Los lipidos son biomoléculas organicas, compuestamlamentalmente por
carbono, oxigeno e hidrégeno. Este grupo incluykoatas de estructuras muy diferentes,
aungue todas ellas se caracterizan, sin embargosypmsolubilidad en agua y por su
solubilidad en disolventes no polares. Desde elgpde vista quimico los tipos principales
de lipidos se pueden clasificar en:

- Acidos grasos.

- Acilglicéridos: triglicéridos, pero también diglitdos y monoglicéridos.

- Fosfolipidos y lisofosfolipidos.

- Lipidos que no contienen glicerol: esteroides gréstde colesterol, esfingolipidos,

ceras, alcoholes y terpenos.

Los lipidos son transportados en el plasma saaguinayoritariamente por las
lipoproteinas, aunque algunos acidos grasos tambaan unidos a albumina. En el
interior de las lipoproteinas tenemos fundamentalenetriglicéridos y colesterol
esterificado, mientras que en la superficie se emcan fosfolipidos, colesterol no
esterificado y proteinas (figura 1). Las vitamitipssolubles y otras sustancias lipidicas
también se trasportan en sangre dentro de las rdifipas. A continuacion nos
centraremos en aquellas formas lipidicas que covdormprincipalmente las lipoproteinas y

que son: acidos grasos, triglicéridos, fosfolipig@steres de colesterol.
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Colesterol
libre

Fosfolipidos

Apoproteina » =~ Apoproteina

Triglicéridos

Colesterol
esterificado

Figura 1. Estructura de una lipoproteina. De S&awhA.y Gil, A. (1).

« Acidos grasos.

Los acidos grasos son moléculas formadas porarga tadena hidrocarbonada de
tipo lineal, y con un nimero par de &tomos de cabdienen en un extremo de la cadena

un grupo carboxilo (-COOH). (Figura 2).

Los acidos grasos son los componentes caraatesste muchos lipidos y rara vez
se encuentran libres en las células. Se debe gligtientre los acidos grasos que se
incorporan a otras particulas para formar un mdno,triglicérido, fosfolipido o éster de
colesterol, y aquellos que no son incorporadosas garticulas, llamados acidos grasos no

esterificados (NEFA, non esterified fatty acidsgoidos grasos libres.

El término acido graso libre, puede de alguna maaser ambiguo debido a que, por
ejemplo en el plasma, estos acidos grasos estdosuaila albumina y no se encuentran
“libres”. También existe una pequefa fraccion dielag grasos (menos del 0.01% del

“pool” de &cidos grasos en plasma) que esta reaéridire, y no unido a ningln otro
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compuesto (acidos grasos no unidos a proteinasp¢2)lo tanto, utilizaremos el término
acidos grasos no esterificados (NEFA) en estaiéevipara designar a los acidos grasos
gue no estan esterificados a triglicéridos, fopfdtis 0 ésteres de colesterol, pero podrian

estar unidos a la albamina o a proteinas.

En humanos, la longitud de cadena de los acidmgrgeneralmente varia entre 14
y 24 atomos de carbono, aunque puede haber adidsgsgcon longitud de cadena mas
larga 0 méas corta. Esta division es importante ymrgegun su longitud, su digestion,
absorcion, transporte y metabolismo posterior vasea diferentes. En funcion de la
longitud de su cadena, los acidos grasos se diéden
- Acidos grasos de cadena corta: de 4 a 6 atomoartieno.
- Acidos grasos de cadena media: de 8 a 12 atoencartono.
- Acidos grasos de cadena larga: de 14 a 18 atdmoarbono.

- Acidos grasos de cadena muy larga: de 20 o méasodtde carbono.

COOH COOH
i oy A "N
CH, (!}H, C C
CH, (I:H,
CH, éH.
by
G e Acido
CH, CH, Estearico
CH, — CH
%’H‘ I Acido
CH, CH,
& & Oleico ) <
" "
7 "
CH, CH,
CH, (!;HJ
CH, eH,
CH CH
Acido Estearico Acido Oleico

Figura 2. Representacion grafica de un acido graaturado (acido estearico) y un
acido graso monoinsaturado (acido oleico). Las likes indican la posicion del doble

enlace.
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Ademas, los acidos grasos se pueden clasificaateimaslos, en los que la cadena
hidrocarbonada posee Unicamente enlaces simplessagurados, si en la cadena
hidrocarbonada, ademas de los enlaces simplescaparedoble enlace (acidos grasos
monoinsaturados o MUFA) o varios dobles enlacesddacgrasos poliinsaturados o
PUFA). (Figura 2).

La nomenclatura oficial de los acidos grasos cb@sen nombrar el nimero de
atomos de carbono, seguido por dos puntos y el riahe dobles enlaces. Los acidos
grasos insaturados se agrupan en familias en fura#dla posicion del primer doble
enlace, denominandose la familia omega (w 6 n) ndoiase comienza a contar los
carbonos a partir del grupo metilo y deltg ¢uando se hace desde el grupo carboxilo, es

decir desde el extremo contrario (tabla 1).

Tabla 1. Nomenclatura y formulas de los acidos gsas

Acido Graso  Uniones Dobles Nombre Comun Férmula Quimica
12:0 - Laurico CH(CH,)1,COOH
14:0 - Miristico CH(CH,);,COOH
16:0 - Palmitico CK(CH,)14,COOH
16:1 w-6/n-6 Palmitoleico CHICH,)sCH=CH(CH,);,COOH
18:0 - Estearico CHCH,),COOH
18:1 w-9/n-9 Oleico CKCH,);CH=CH(CH,);COOH
18:2 w-6/n-6 Linoleico CK(CH,)4(CH=CHCH,),(CH,)sCOOH
18:3 w-6/n-6 vy - linolenico CH(CH,)4(CH=CHCH,)3(CH,)sCOOH
18:3 w-3/n-3 a - linolenico CH(CH,)(CH=CHCH,)5(CH,)¢COOH
20:0 - Araquidico CK(CH,);sCOOH
20:2 w-6/n-6 Eicosadinoico GKCH,)4(CH=CHCH,),(CH,)sCOOH
20:3 w-6/n-6 Dihomoy - linoleico CH(CH,)4(CH=CHCH,)5(CH,)sCOOH
20:4 w-6/n-6 Araquidonico CHICH,)4(CH=CHCH,)4(CH,),COOH
20:5 w-3/n-3 Eicosapentaenoicq ¢8H,)(CH=CHCH,)5(CH,),COOH
22:0 - Behenico CHKCH,),,.COOH
22:5 w-3/n-3 Docosapentahenoiad £LEH,) ,(CH=CHCH,)5(CH,),COOH
22:6 w-3/n-3 Docosahexaenoicg &8H,),(CH=CHCH,)¢(CH,)COOH
24:0 - Lignoceérico CK(CH,)»,COOH
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Desde el punto de vista nutricional, los acid@sgs saturados mas importantes en
alimentacion son: laurico (12:0), miristico (14:palmitico (PA, 16:0) y esteérico (18:0).
Entre los monoinsaturados el mas importante ctighty cuantitativamente es el oleico
(OA, 18:1 n-9), componente fundamental del aceé@eoliva. Entre los poliinsaturados,
destacan: linoleico (LA, 18:2 n-6),- linolénico (ALA, 18:3 n-3), araquidonico (AA, 20:4
n-6), eicosapentaenoico (EPA, 20:5 n-3) y docosadreico (DHA, 22:6 n-3).

Los &cidos grasos ejercen multiples funciones,uymolado son la fuente principal
de energia para la célula, mediante su oxidacidasmitocondrias, por otro lado forman
parte de otros lipidos y de la estructura de ttaamembranas, también son precursores de
otras moléculas, como el colesterol, los prostamietc. y por ultimo, pueden actuar
regulando la expresion génica mediante accion tdirecindirectamente actuando como

ligandos de receptores nucleares.

o Triglicéridos.

Los triglicéridos (TG) son ésteres de la glicerman tres &cidos grasos; esta
esterificacion se produce de tal manera que eboarlino esta esterificado por un acido
graso saturado, el dos por un insaturado y el itvdstintamente por un saturado o
insaturado (figura 3). Constituyen la forma mas @gorde almacenamiento de grasa en el

organismo y son el componente fundamental de kEagta los alimentos.

glicerina & Tl’ig“CéridO

acido graso

Figura 3. Representacion grafica de un triglicérido
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Cuando la glicerina esta solo esterificada conadodos grasos se llama diglicérido
(DG), y cuando estas solo esterificada con uno wgladwido (MG), pero estos

compuestos son minoritarios en el plasma humampeces a los TG.

* Fosfolipidos.

Los fosfolipidos (PL), son derivados de la glinarien la que dos de los grupos
alcoholicos estan esterificados por acidos grasesdo al menos uno de ellos insaturado;
el tercer grupo alcohdlico esta esterificado poaatio fosférico, y éste a su vez puede
estar esterificado por diferentes moléculas nimmagas, dando lugar a distintos
fosfolipidos: fosfatidil-etanolamina, fosfatidilvéea, fosfatidil-colina, etc. (figura 4). Los
fosfolipidos que estan esterificados sélo con udoagraso se denominan lisofosfolipidos

(liso-PL).

H
| Grupo .
Acido [ fosfato Colina
—0—C—H
graso ||
Acido| —_o—c—H||O CH,
graso I |
H—C—0—P—0—CH,—CH,—nN"—CH,
| |
H o] CH,
L Glicerol )
" A

Figura 4. Representacion gréafica de fosfatidilcalin

Los fosfolipidos forman parte de todas las menmdsarelulares, por tanto, tienen
una funcién estructural o plastica; pueden actoanccmensajeros en la transmision de
sefales en el interior celular, y por ultimo, debid la presencia de acidos grasos
poliinsaturados en su molécula, actian como premsgie la sintesis de prostaglandinas,

tromboxanos y leucotrienos.
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« Esteres de colesterol.

Los esteroles son un grupo de lipidos de gran rtapcia biolégica, que por
contener un grupo alcohdlico pueden formar ésteveslos acidos grasos. Su estructura
esta relacionada con el ciclopentano perhidrofeeaat Desde el punto de vista

nutricional, el esterol mas importante es, sin detlaolesterol (figura 5).

El colesterol forma parte de la estructura de dolds membranas celulares,
dandoles consistencia y cumpliendo una funcidntiplgspero ademas, por su caracter
fuertemente liposoluble, es capaz de modificar éamgabilidad de las membranas,
colaborando con otras sustancias en la regula@dosdintercambios en la célula y con el

exterior. Por ultimo, es precursor de otras mobsgbmo vitaminas y hormonas.

H,C
CH, CH,
— CH
Acido graso ¢H, :
P 2 N N N NN
+co—0
Colesterol

Figura 5. Representacion gréafica de un éster destefol.

La esterificacion del colesterol tiene lugar eplakma mediante la transferencia de
los acidos grasos en la posicion sn-2 de la fakiieiina al grupo 3-OH del colesterol.
Esta reaccion es catalizada por la enzima lectidesterol aciltransferasa (LCAT), que
generalmente utiliza el acido graso en la posisi2, ocupado normalmente por el acido

linoleico.
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1.2 Acidos grasos esenciales.

Los acidos grasos esenciales (EFA) para el serimusan el acido linoleico (18:2
n-6, LA) y el &cidoa-linolénico (18:3 n-3, ALA). Estos estan preseriteslamentalmente
en aceites de semillas y en hojas verdes. Estdesagrasos son esenciales puesto que no
pueden ser sintetizados por el hombre, debido a&hdeble enlace mas cercano al grupo
metilo terminal, que los animales vertebrados pueasertar, se sitla en la posicion siete,
y para el linoleico se necesita un doble enlactagosicion 6, y para el-linolénico en

posicion tres.

Ademas, las estructuras n-3 y n-6 no son interatibles, por lo que ambas deben
ser ingeridas en la dieta. Los acidos grasos edencran a dar lugar a los acidos grasos
poliinsaturados de la familia n-3 (omega @;3) y la familia n-6 (omega 6p-6),
respectivamente, mediante reacciones de desatur@téoduciendo dobles enlaces en la
cadena hidrocarbonada) y elongacion (incorporaridma@s de carbono a la molécula)

(figura 6).

El proceso bioquimico de elongacién y desaturadglinacido linoleico (18:2 n-6,
LA) y del acidoa-linolénico (18:3 n-3, ALA) es realizado principamnte por enzimas
localizadas en el reticulo endoplasmatico y erprexisomas de las células hepaticas (3),
aungue también puede tener lugar en otros tejilets precursores de 18 carbonos
pueden ser elongados y desaturados para dar @rigea serie de acidos grasos de cadena
mas larga y con mayor numero de insaturacionesadaos grasos poliinsaturados de
cadena larga (LCPUFA) (3), con 20 o mas atomasadeono y 2 o mas dobles enlaces en
su estructura. La figura 6 resume la transformaalénlos acidos grasos esenciales
(linoleico y a-linolénico) en su respectivos LCPUFA. En humampasa cada &cido graso
se muestran dos rutas alternativas, una que ervileh’ — desaturasa mas un paso de

retroconversion y otra que envuelveAfa-desaturacion (4).

10
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n-6 Series n-3 Series
18:2 18:3
Linoleic acid a-Linolenic acid

Af-Desaturase

18:3 18:4
l Elongase 1
20:3 20:4
AS-Desaturase l
20:4 20:5
Arachidonic acid Eicosapentaenoic acid
l Elongase Elongase
24:4 < 374 22:5 ) 24:5
l lv At.Desaturase 1 l Af-Desaturase
24:5 mmmlp 22:5 22:6 — 24:6
Docosapentaenoic acid Docosahexaenoic acid Oxidase

Figura 5. Rutas metabdlicas del acido linoleico:@k86) ya-linolénico (18:3n-3).
De Lauritzen, L. et al., 2001 (4).

1.3Acidos grasos condicionalmente esenciales para eletd: Acidos grasos

poliinsaturados de cadena larga (LCPUFA).

En el feto, la capacidad biosintética de elongagidesaturacion del higado fetal es
muy limitada debido a su inmadurez fisiolégica, egulta insuficiente para proveer la
cantidad de acidos grasos poliinsaturados de cddegaaque estos requieren (5). Teniendo
en cuenta que la placenta carece de esta actisitiadA®- desaturasa para la conversion
de los acidos grasos esenciales a LCPUFA (6),dassidades fetales de LCPUFA deben
ser cubiertas casi exclusivamente a través delrssind materno, siendo los LCPUFA
considerados como nutrientes condicionalmente &desacpara el feto, que deben ser

suministrados por la madre a través de la plackntnte la gestacion.

Ademas, se sabe que el gradiente de concentragidoidos grasos esenciales entre
la madre y el feto aumenta continuamente duraneamdarazo (7), y aunque la placenta
tiene la capacidad de transferir NEFA en ambasdaes (8;9), este gradiente conduce,

generalmente, al transporte de acidos grasos tkestkdre al feto.

11
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Los acidos grasos poliinsaturados de cadena laegéa damilia omega-6 mas
importantes, derivados del linoleico (18:2 n-6, L&9n el 4cido dihome-inoleico (20:3
n-6, DGLA) y el &cido araquidonico (20:4 n-6, AA&stos acidos grasos poliinsaturados de
cadena larga son de gran importancia en el deleammebnatal, al ser precursores de la
serie 2 de eicosanoides, que son moléculas proiaftias que participan en un amplio
namero de procesos fisioldgicos (implantacion dastocito, inicio del parto, regulacion
hidroelectrolitica renal, agregacion plaquetariativacion del sistema inmune). Los

alimentos de la dieta ricos en LCPUFA n-6 son fumelstalmente las carnes.

Los acidos grasos poliinsaturados de cadena laegéa damilia omega-3 mas
relevantes, derivados ded-linolénico (18:3 n-3, ALA), son el acido eicosatssnoico
(20:5 n-3, EPA) y el 4cido docosahexaenoico (223% DHA), los cuales, al igual que el
araquidonico, tienen importantes funciones metabsliy reguladoras. El acido
eicosapentaenoico, es precursor de la serie 3cdeagioides, de caracter antiagregante y
antiinflamatorio (10-13). Los alimentos de la dietwos en LCPUFA n-3 son

fundamentalmente los pescados, y sobre todo ehgeszul.

En la mujer gestante, los LCPUFA en sangre, pugnieneder de la actividad
biosintética descrita anteriormente (elongacion egatiuracion de precursores), de las
reservas tisulares de estos acidos grasos (primzpge del tejido adiposo), y del aporte
nutricional de LCPUFA en la dieta.

Diversos estudios han puesto de manifiesto quedtairastracion directa de
LCPUFA en la dieta, especialmente de la serie @s3mas eficiente para aumentar los
niveles de estos LCPUFA en el organismo que comssmprecursor, el ALA (14). El
aumento de la actividad lipolitica en los depdsdesgrasa maternos y lipogénica en el
higado, durante el tercer trimestre de gestac@myeasponsables del aumento de TG en las
lipoproteinas de la circulacion materna. Aunqudifaproteinas no cruzan directamente la
barrera placentaria, la hipertrigliceridemia eneatbarazo juega un papel clave en la
disponibilidad de acidos grasos para el feto (Holyre todo en el aporte de LCPUFA al

feto.

12
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1.4 Metabolismo lipidico.

1.4.1 Digestion de los lipidos.

Aproximadamente el 95% de los lipidos de la dseta triglicéridos (TG), el resto
son fosfolipidos (PL), acidos grasos libres o rterdgados (NEFA), colesterol (presente

en la dieta en gran medida en forma de éstereslégterol (EC)) y vitaminas liposolubles.

La digestion quimico-enzimatica de los triglicésdse inicia en la boca, gracias a
una lipasa salival y continla en el estbmago gsagita presencia de otra lipasa, en este
caso de origen gastrico. Posteriormente, en elgoriercio del intestino, se completa la
digestion de los triglicéridos, gracias al concuisolos &cidos biliares, el colesterol y los
fosfolipidos que llegan con la bilis y que permitendificar la fluidez y emulsionar los
triglicéridos ingeridos para que, con el concurs kicarbonato que tiene el jugo
pancreatico, se neutralice el pH y pueda actuéipd@sa pancreatica. La digestion de los
triglicéridos, en general no es completa, se libel@s de los tres acidos grasos y el que se
encuentra en posicion dos es muy dificil de lihbemor lo que nos queda aun un

monoglicérido.

La digestion de los fosfolipidos se realiza efintdstino, gracias a la fosfolipasa
pancreatica que separa el acido graso de la postwS (generalmente el insaturado),
dando lugar a un lisofosfolipido (liso-PL) y a widd graso libre (NEFA).

El colesterol de los alimentos se encuentra ete pesterificado, por lo que es
necesaria la presencia de una colesterol esteeasae@atica para liberarlo y que pueda
absorberse.

1.4.2 Absorcion y transporte de lipidos.

Los productos de la digestion de los lipidos deéatar hidrosoluble, glicerol,

fosfato, aminoalcoholes y acidos grasos de caderta g media (hasta doce atomos de

13
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carbono), siguen la via porta y por tanto, vanctim®ente al higado.

Los restantes componentes, por su caracter irlsplu pueden pasar como tales a
la sangre, en donde ocasionarian graves trast@inmgatorios (como embolia grasa).
Monoglicéridos, colesterol y acidos grasos de cadarga, una vez en el interior del
enterocito, son utilizados para biosintetizar ladagicrones (QM), una lipoproteina de
gran tamafo y escasa densidad, que transportaéridbs y fosfolipidos resintetizados a
partir de los productos absorbidos, colesteroklibesterificado y apoproteinas sintetizadas
por el propio enterocito. Estas grandes particpl@sentan una relativa solubilidad en
agua, vy ello le permite su paso al medio intern® egifundamentalmente acuoso. Los QM
son vertidos a la linfa, donde son transportadodinglmente llegaran a la sangre

lentamente.

En los capilares de los tejidos (principalmentedtejadiposo y musculo), la
apoproteina C-ll (apo C-Il) de los quilomicronesMQactiva la lipoproteina lipasa
endotelial (LPL), anclada en los capilares de tddsgerritorios, para convertir el 90% de
los triglicéridos de los QM, en acidos grasos Bb{EFA) y glicerol, que son captados
por las células de los tejidos para producir eaengser almacenados, formando de nuevo
triglicéridos. A medida que los triglicéridos vamsdpareciendo, los QM van perdiendo
parte de la carga que transportan y se convierterur@s particulas denominadas
remanentes de quilomicrones (Rm), los cuales llegdnmigado, donde son aclarados de la

circulacién en un proceso mediado por la apopratEifapo E).

En el higado, se va a formar un nuevo tipo de lipignas, las lipoproteinas de
muy baja densidad (VLDL, Very Low Density Lipoprotg). Las VLDL contienen como
todas, triglicéridos, colesterol, fosfolipidos pdproteinas caracteristicas sintetizadas por
el higado, entre las que destaca la apoprotein@g0Bdpo B). Las VLDL contienen como
los QM gran cantidad de triglicéridos; estos ta@ftidos son de origen endbgeno
(hepatico), mientras que los que transportan ldbmicrones son de origen exdgeno
(alimentario). También como en los QM, la apo €rlla superficie de las VLDL activa la

LPL para hidrolizar, de nuevo, los TG a NEFA y et que son captados por las células.

14
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A medida que los diferentes tejidos, incluyendbighdo, van utilizando los acidos
grasos de los triglicéridos para cubrir sus neeelsisl de energia y para otras funciones,
incluso para la sintesis de otras moléculas, laB\Man perdiendo parte de su carga y se
convierten en lipoproteinas de densidad interme@@L, Intermediate Density
Lipoproteins), las cuales pueden seguir a partialta dos caminos, por un lado pueden
ser captadas por el higado y éste sintetiza deorMEBL, 0 bien pueden seguir perdiendo
triglicéridos periféricamente y transformarse en muevo tipo de lipoproteinas, las
lipoproteinas de baja densidad (LDL, Low Densitpdproteins), que conservan apo B.
Esta lipoproteina, que se ha formado periféricamemalmente se ha empobrecido en

triglicéridos y lo que transporta es colesterol.

Como menciondbamos, Las LDL, producto final detaielismo de VLDL e IDL,
son las lipoproteinas mas ricas en colesterol. Ipaproteinas pequenas y pueden ser
captadas por receptores especificos de los tejidosravés de este mecanismo entrar al
interior de las células, donde depositan el calesfra las distintas funciones celulares,

ya sean éstas estructurales, de permeabilidad o pmeuursor de otras moléculas.

Por altimo, en el higado y en el intestino se sirdi@ otro tipo de lipoproteinas, las
lipoproteinas de alta densidad (HDL, High Densifyolproteins), que van a los tejidos para
retirar el exceso de colesterol. Este colesteralisgira al higado y sera transformado en

acidos biliares y excretado con la bilis al intesti

En resumen, todas las lipoproteinas llevan losnméscomponentes, triglicéridos,
colesterol, fosfolipidos y las apoproteinas comwespentes, o que varia de unas
lipoproteinas a otras es la proporcién de compesemte transportan (fundamentalmente

la proporcién de triglicéridos y colesterol). (kig 7).
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Figura 7. Metabolismo de las lipoproteinas. De Dam) S. y Pérez-Llamas, F.
(15).

1.4.3 Captacion tisular de &cidos grasos.

El mecanismo mediante el cual los acidos grasoaviasan la membrana
plasmatica y entran en las células, ha sido debalidante mucho tiempo. Debido a que
los acidos grasos son fundamentalmente lipofilices, propuso inicialmente que
atravesaban la bicapa lipidica de forma pasivaisiarmediacion proteica (flip-flop
pasivo). Sin embargo, muchos 6rganos y tipos aelsilananifiestan un mecanismo de
captacion de acidos grasos rapido, saturable, spac#icidad de sustrato y regulacion

hormonal, que sugiere estar mediado por proteinas.
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Aunque actualmente se acepta la combinacion desamlecanismos para explicar
el proceso de captacién de acidos grasos, durastéliimos afios, todos los estudios
sefalan que la captacion de lipidos en tejidosetmrado metabolismo o depdsito lipidico,

como musculo, higado, corazén y tejido adipos@, estdiada por proteinas (16;17).

En general, se considera que la captacion de agdsos desde la circulacion al
interior de las células se produce segun la sitglisacuencia (revisado por Doege, H. y
Stahl, A. (16)):

a) Produccion local de acidos grasos por las lipasasuchen endotelial y unién de
dichos acidos grasos a la albumina. Generalmeatédiolos grasos proceden de la
hidrolisis de los triglicéridos (TG) contenidos gpoproteinas ricas en TG como
QM y VLDL, aungque también se pueden originar daitadlisis de fosfolipidos y
ésteres de colesterol.

b) Disociacién de los acidos grasos y la albuminauisegde la integracion de los
acidos grasos en la bicapa lipidica o su union @epiras de la membrana
plasmatica.

c) Transporte a través de la membrana.

d) Asociacion intracelular de los acidos grasos cotgimas de union de acidos grasos
(FABPs, Fatty Acid Binding Proteins).

1.4.4 Transporte de &cidos grasos a través de la membrana

Se han descrito numerosas proteinas envueltdgpenceso de transporte de acidos
grasos a través de la membrana, entre las que chgyen FAT/CD36 (fatty acid
translocase) (18), FABPpm (fatty acid binding protplasma membrane) (19), ACBP
(Acyl-CoA-binding proteins) (20), FATPs (fatty acittansport proteins) (21). Estas
proteinas difieren ampliamente en su patrén deesiqmm en el cuerpo, asi como en su
localizacion subcelular. Ademas, a estas proteseasuman los lipid rafts (ensamblados
dinamicos de proteinas y lipidos), que también jpodser importantes para el trafico de

entrada y salida de lipidos en las células (22).

17



Alfonso Gil Sanchez. Tesis Doctoral

1.4.5 Transporte intracelular de acidos grasos.

Los acidos grasos son transportados en el intéeida célula unidos a las proteinas
citosolicas FABP (Fatty Acid Binding Proteins). Rieri et al. (23) estudiaron la afinidad
de FABP por diferentes acidos grasos y observawan rip presentaban afinidad por
ninguno en particular, aunque si describieron guafinidad disminuia al disminuir la
longitud de cadena y aumentaba al aumentar el midedobles enlaces. Nueve FABP
han sido identificadas en mamiferos, con difererpagones de expresion tisular;

presentando funciones comunes y especificas (P&l 2).

Tabla 2. Familia FABP. Miembros con afinidad poidas grasos de cadena larga

(25).

Tipo de FABP Gen Expresion

FABP1; LFABP; Fabpl Higado, intestino delgado, rifién.

Liver FABP

FABP2; IFABP; Fabp2 Intestino delgado.

Intestine FABP

FABP3; HFABP; Fabp3 Mdusculo cardiaco y esquelético, cerebroddejnamario, rifion
Heart FABP adrenales, ovarios, testiculos, placenta, pulmginnsgo.

FABP4; AFABP; Fabp4 | Adipocitos, macréfagos.

Adipocyte FABP

FABP5; KFABP; Fabp5 Epidermis, adipocitos, macréfagos, tejido ax@mnlengua, testiculq,
Keratinocyte FABP higado, pulmén, cerebro, corazén y musculo esqoeléttina, rifion.
FABP7; BFABP; Fabp7 | Sistema nervioso central, retina.

Brain FABP

FABPS8; MFABP; Fabp8 Nervio periférico mielinizado.

Myelin FABP

FABP9; TFABP; Fabp9 | Testiculo.

Testis FABP

Estudios sobre la estructura y funcion de las pratecitosolicas FABP (Fatty Acid
Binding Proteins) sugieren que la union de estagefitas a sus diferentes ligandos
produce cambios sutiles en su conformacion tridsimeral que podrian promover

interacciones especificas entre FABP-proteinas BA-fembrana, lo que determinaria en
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altima instancia su funcion particular (24). En nif@mos se cree que, las FABP actian en
el compartimento intracelular mediante interaccioorespecificas con las organelas
celulares, incluyendo reticulo endoplasmatico, ocoitalria, peroxisomas y lipid droplets y

actian de forma coordinada con el transportadonetebrana FAT (fatty acid translocase)

y la lipasa sensible a hormona (HSL). ProbablemdateFABP funcionan en el nucleo

transportando ligandos especificos, a los factdeegranscripcion nucleares, como el
PPARs (peroxisome proliferator-activated receptdrsyisado por Storclet al. (25)).

Figura 8.

FABP
FABP

Golgi B~
apparatus P ) _}
Lo
PCTV 5 FABP Mitochondrion FABP §
HSL e |
FABP
FABP
Lipid droplet FABP
Peroxisome
Endoplasmic

reticulum

Figura 8. Funciones potenciales de FABP. De Stodchgt al (25). HSL: Lipasa
sensible a hormona, PCTV: prechylomicron transpuesicles, PPAR: peroxisome

proliferator activated receptor.

1.4.6 Metabolismo intracelular de acidos grasos.
En el interior celular, los acidos grasos libre&BR) representan los componentes

esenciales de todas las clases de lipidos, y redalaxpresion génica mediante accion

directa o indirectamente actuando como ligandosedeptores nucleares; ademas, afectan
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a la funcion proteica mediante acilacion postrapsimmnal de péptidos diana y sobre todo,
sirven como el substrato energético de mayor dedsdra la produccion de ATP. Sin
embargo, concentraciones celulares excesivas deANBR toxicas para la célula y los
tejidos. Para evitar esta toxicidad y con el prapdde almacenamiento energético, los
NEFA son esterificados a un eje de glicerol panaegg secuencialmente mono-, di- y
triglicéridos que se depositan en vacuolas lip&l{tipids droplets, LD) en todas las células
del cuerpo. Cuando se necesitan, los acidos gsamsosberados de las LD por accién de
TG hidrolasas, proceso denominado lipolisis. Un@adosa regulacion del balance

lipidico de sintesis y lipolisis mantiene la hontasis energética de todo el cuerpo (26).

a) Vacuolas lipidicas o Lipid Droplets (LD).

La estructura basica de las vacuolas lipidicagid ldroplets, LD (revisado por
Bickel et al. (27) es similar a la de las lipoproteinas: un eaidhidrofébico de lipidos
neutros (TG y ésteres de colesterol), rodeado p@amembrana monocapa de fosfolipidos
asociada a proteinas de cubierta con funcion éstalicreguladora y enzimatica. A pesar
de que lipoproteinas y LD contribuyen al trafico lg@dos neutros, sus funciones son
diferentes. Las lipoproteinas participan en elidcafiipidico extracelular y, cuando se
encuentran intracelularmente, estdn contenidas lgrmembranas de las organelas,
equivalentes a la membrana externa celular (2&8ntmas que las LD estan confinadas al
citoplasma donde median el almacenaje lipidicaagiular y su metabolismo. Junto a las
membranas de doble capa, las vacuolas lipidicagseptan uno de los dos principales

reservorios intracelulares de acidos grasos (29).

Las LD exhiben una marcada heterogeneidad en cuartonafo, localizacion
celular y composicion de las proteinas de cubgrtee células y entre tejidos. Los avances
recientes en el conocimiento de la funcion y fordade las LD enfatizan la importancia
de las proteinas asociadas a las mismas. Trasseulmténiento de las tres primeras:
perilipina (con tres isoformas: A, B y C), adipofds o ADRP (adipocyte differentiation-
related protein), y TIP47 (tail-interacting proteia 47 kDa), que compartian una secuencia

similar (un dominio de 100 aminoacidos altamentaseovado en el extremo amino
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teminal de la perilipina, el “dominio PAT”), se agaron en la denominada familia PAT
(perilipina/Adipofilina/TIP47). Posteriormente, afr dos proteinas: S3-12 y OXPAT
(oxidative tissues-enriched PAT protein), tambiéambda MLDP (myocardial lipid
droplet protein) o LSDP5 (lipid storage droplet tein 5), se agregaron a la familia en
humanos y ratones y es muy probable que en unofuturevos complejos proteicos
involucrados en el metabolismo lipidico celularn ain descubrir, se sumen a la familia
PAT.

Cada miembro de la familia PAT difiere entre sitamafio, expresion tisular,
afinidad por las LD, estabilidad en citosol y regubn transcripcional. Conceptualmente
las proteinas PAT se dividen en aquellas cuya sikprese restringe a determinados tejidos
(perilipina, S3-12 y OXPAT) versus aquellas que sdmcuas (adipofilina y TIP47);
también se clasifican en base a si estan unidasticgivamente a las LD (perilipina,
adipofilina) versus aquellas que pueden presentarse asociadas a las mismas (TIP47,
S3-12, y OXPAT). Estas diferencias implican queacgdoteina PAT tiene diferentes
funciones celulares, aunque probablemente todadareda interfase entre las LD y el

ambiente celular que las rodea.

Estas proteinas PAT protegen los lipidos neutrasa@nados de la hidrolisis
incontrolada por parte de las lipasas citoplasasti§e sabe que solamente la perilipina,
entre las proteinas PAT de mamiferos, cambia deidedd en funcion de si ha sido
fosforilada por la proteina kinasa A (PKA). En dstdasal, las perilipinas inhiben la
hidrolisis de TG en los adipocitos. Sin embarg@anclo serinas especificas de la misma se
encuentran fosforiladas, promueven la lipolisis.|&nultimos afos, el descubrimiento de
interacciones proteina-proteina entre periliping lAs lipasas ATGL (adipose trigliceryde
lipase, lipasa adiposa de triglicéridos) y HSL fthone-sensitive lipase, lipasa sensible a
hormona), asi como el activador de ATGL CGI-58 (Pamative Gene Identification-58),
han proporcionado pistas de como perilipina podriganizar la lipdlisis, aunque los
mecanismos exactos permanecen sin dilucidar. Rarpatrte, adipofilina podria actuar
fundamentalmente impidiendo la asociacion de lipasks vacuolas lipidicas dificultando

la lipdlisis, aunque la regulacion de este mecamiparmanece sin esclarecer (27).
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Es probable que se descubran nuevas funciones gedteinas PAT envueltas en
el movimiento de lipidos dentro de las células)agwal papel de las apolipoproteinas en
el movimiento de los lipidos entre células y tejidBecientes estudios han hallado en LD
diferentes proteinas ciclasas GTPasas (Rab prhtSNARES (soluble N-ethylmaleimide-
sensitive factor attachment protein receptors),tgdn@as motor y componentes de
citoesqueleto, y se ha sugerido que podrian tenpapel activo en el trafico de lipidos, en

el movimiento de LD y en su fusion.

b) Lipolisis.

La evidencia actual sugiere que la hidrélisis d& T& en el interior celular se
produce de forma secuencial envolviendo diferelpesas. Las principales enzimas que
catabolizan TG son ATGL (lipasa adiposa de triglii@s) y HSL (lipasa sensible a

hormonas). (Revisado por ZimmermanngRal (26)).

ATGL actla selectivamente en el primer paso dedhsis de TG, resultando en la
formacién de un diglicérido y un &cido graso libdra.actividad especifica frente a TG es
10 veces superior que frente a diglicéridos y eabnente la enzima no presenta actividad
hidrolitica frente a otros sustratos lipidicos coombesterol éster o retinil éster. Ademas
ATGL presenta actividad fosfolipasa y transacilasgya importancia fisioldgica se

desconoce.

HSL es una enzima que se encuentra en el intexiolac y se activa en situaciones
de demanda energética. La HSL responde a humeseBakes, su activacion es provocada
a través de diversas vias que conducen a un aumelnédMPc, entre las que destacan las
catecolaminas, la hormona del crecimiento, la sama y el glucagén; mientras que la
insulina provoca su inactivacion por desfosforibmci HSL muestra una amplia
especificidad de sustrato, siendo capaz de hidwwolésteres de colesterol, tri-, di- y
monoglicéridos, retinil éster y numerosos sustréster solubles en agua. La enzima es
mas activa frente a diglicéridos, a los que hideollO veces mas rapido que a los TG. Su

fosforilacion por parte de la protein kinasa A (AKAMPK y MAPK representa un paso

22



Introducciéon

critico en la regulacién de la lipdlisis inducidar fnormonas en el tejido adiposo. Ademas,

la perilipina también juega un papel central eregulacion de la actividad HSL.

El dltimo paso de la lipdlisis es realizado pomanoglicérido lipasa (MGL), que
hidroliza monoglicéridos para formar glicerol yditar un acido graso. No existe evidencia
hasta el momento de que la actividad MGL se afpotda estimulacion hormonal (30),
contrariamente a ATGL y HSL, cuya actividad parexstrechamente regulada por

hormonas.

1.5 Metabolismo lipidico materno durante el embarazo.

La glucosa es cuantitativamente el nutriente mgsoitante transferido al feto
durante el embarazo, seguido de los aminoacidose®@bargo, aunque los lipidos que
cruzan la placenta son menos importantes cuamsitagnte, juegan un papel crucial en el

desarrollo fetal.

Durante el embarazo la madre debe adaptar su otistab para mantener las
demandas nutricionales del feto. Durante los dasigoos trimestres de embarazo, el
metabolismo lipidico materno es fundamentalmentabdlico, lo que permite la
acumulacion de los lipidos en los depdésitos grggagganancia neta de peso. Durante este
periodo se ha descrito un incremento en la activigieproteina lipasa y en consecuencia,
los triglicéridos de las lipoproteinas plasmétisaa hidrolizados y los productos de esta
hidrolisis captados por el tejido adiposo. Este entm de la actividad lipoproteina lipasa,
durante el primer trimestre de gestacién, juntmealemento de la lipogénesis, conduce al
almacenamiento de los LCPUFA de la dieta, en @ldeqdiposo materno. Durante el
altimo trimestre de gestacion, el metabolismo Igpddmaterno cambia, haciéndose
fundamentalmente catabdlico, caracterizandose pw@ hidrélisis acelerada de los
depdsitos grasos, que coincide con el periodo denmeacrecimiento fetal. El incremento
de la actividad lipolitica durante el ultimo trinkes de gestacion, contribuye a la

hiperlipemia observada en las gestantes normalsabdel embarazo.
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Los productos resultantes de la hidrolisis aeel@rdel tejido adiposo: acidos
grasos libres y glicerol, son conducidos al higadberno donde pueden ser utilizados para
la sintesis de triglicéridos o como sustratos eigms para mantener el metabolismo
materno y fetal. Ademas, el glicerol puede seizaiilo para la sintesis de glucosa y los
acidos grasos libres para la sintesis de cuergosices, tras sf3-oxidacion. Estas rutas
metabdlicas se acentlan en el higado maternotuatisines de deprivacion, garantizando
que los aminoacidos se utilicen para el crecimieleideto, en lugar de como sustratos de

la gluconeogénesis.

La hiperlipemia del final de la gestacion cormgge principalmente a un aumento
en la concentracion de triglicéridos plasmaticosn ain pequeiio aumento de los
fosfolipidos y el colesterol. En el plasma, los ME&umentan en el mismo periodo de
gestacion, sin embargo, su contenido en LCPUFA @mparacion con el resto de
fracciones lipidicas es insignificante. La hipgfideridemia del tercer trimestre de
gestacion se debe a un aumento de la produccioétiteepde triglicéridos, junto al
descenso de su eliminaciéon plasmatica, debido a disainucion de la actividad
lipoproteina lipasa en tejido adiposo. Los trigiidés sintetizados son una de las
principales fuentes de acidos grasos esencialasebdeto y son liberados a la circulacion
materna desde el higado como VLDL. Ademas, otpapibteinas, como LDL y HDL, que
normalmente transportan triglicéridos en una pegu®dporcion, como resultado de un
incremento en la actividad de la proteina colebtster transferasa y un descenso de la

actividad de la lipasa hepatica, incrementan steoio en triglicéridos.

Se ha propuesto que estos cambios, que ocurramtdugl embarazo, se regulan
principalmente mediante dos mecanismos: el incréonds los estrégenos y el incremento
de los niveles de insulina junto a cambios de béitEid a la misma (31;32). Al inicio de
la gestacidn se observa un incremento de la aatlvimhsulinotropa de la glucosa,
secundario a la mayor actividad de las cél@fasancreaticas. La lipogénesis a partir de la
glucosa es una ruta metabdlica sensible a insylipar tanto, la hiperinsulinemia al inicio
de la gestacion podria contribuir al aumento dedegodsitos grasos. Durante el ultimo
trimestre de gestacion, se desarrolla una situadgmsulinoresistencia, responsable del

aumento de la actividad lipolitica y del desceneolad actividad lipoproteina lipasa del
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tejido adiposo, que conducen a la liberacion derés®rvas de grasa, a pesar de la
hiperinsulinemia materna. El aumento de la coneeittn de estrégenos durante el tercer
trimestre de gestacion, es el principal activadoidadproduccion hepatica de VLDL y el

responsable del descenso de la actividad lipadaigidlo (32).

1.6 Acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (LCFRA): Status materno

durante el embarazo.

Numerosos estudios observacionales han descrdongbortamiento de los acidos
grasos en el plasma y en los eritrocitos, durangestacion. En general, todos los estudios
coinciden en que la cantidad total de acidos gréasgél.) en eritrocitos y plasma materno
aumenta durante el embarazo, lo que podria seecoescia directa de la hiperlipemia
fisioloégica durante la gestacion (33-35). Si coesmios los acidos grasos de forma
individualizada, muestran un patrén similar e inoeatan conforme avanza la gestacion,
aungue existen diferencias en la proporcion enuka sg elevan. Se ha descrito que el
aumento maximo se produce en la cantidad de acidosdhexaenoico (DHA) (36). Este
incremento no se puede explicar sélo por la maftn de los habitos dietéticos y la
hipotesis més aceptada para explicarlo es el iramren la movilizacion de DHA desde
los depdsitos del tejido adiposo materno, aunqusenpuede excluir un incremento de la
actividad de las enzimas envueltas en su sintésipesar del incremento de la
concentracion absoluta de los acidos grasos sebbervado, durante el embarazo, el
descenso en los indices de status de los &cidedsgrsenciales y el DHA. Esta
observacion sugiere que el embarazo se asocia m@meduccion del estatus en acidos
grasos esenciales y DHA y una posible depleciéiodedepdsitos maternos de DHA
(35;37;38).

Estudios desarrollados en diferentes centros, malaciones y caracteristicas
dietéticas y metabodlicas diferentes muestran, utrdpade cambio similar en la
composicion de los acidos grasos, durante la géstaBor tanto, parece que los acidos

grasos presentan patrones evolutivos similareg eliferentes grupos étnicos y dietéticos,
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durante el embarazo. Un estudio comparativo intéonal mostrd, diferencias
significativas en el status de acidos grasos anied paises, sin embargo, el patron de

cambio, a lo largo de la gestacion, fue comparabiee las cinco poblaciones (34).

El patron de acidos grasos varia ampliamente dasediferentes fracciones
lipidicas del plasma materno, durante el embar@eda descrito que el DHA muestra un
marcado enriquecimiento relativo en la fraccionfdtdilcolina, mientras que no se ha
encontrado enriquecimiento en la fraccion de liggi¢éridos, durante la gestacion. Por el
contrario, las concentraciones del acidiinolénico (ALA) aumentan en los triglicéridos,
pero no en la fraccion fosfatidilcolina. Incrementeelativos en los acidos grasos
poliinsaturados n-6 (como el acido linoleico), asmgmenos marcados que aquellos
descritos en el caso de los acidos grasos polirs#ds n-3, han sido descritos en
triglicéridos y fosfatidilcolina. En relacion afi@ccion de los NEFA, no se ha descrito una
distribucion diferencial de los acidos grasos (89).composicion de los acidos grasos de
los ésteres de colesterol se ve menos influengad&l embarazo que la composicion de
los fosfolipidos. La enzima lecitin-colesterol &reihsferasa (LCAT) utiliza el acido graso
en la posicion sn-2 de la fosfatidilcolina, gener@hte ocupada por el acido linoleico v,
por tanto, el &cido graso predominante en los&st colesterol. Sin embargo, cuando el
araquidonico y el DHA se encuentran en la posisiti2, LCAT utiliza el &cido graso en la
posicién sn-1, lo que explica la pequefia cantidadHA encontrada en los ésteres de

colesterol (40).

Se ha demostrado que el status materno de LCPW@pAnde significativamente
del aporte dietético de estos acidos grasos. Aljuestudios observacionales han
examinado la relacion entre la ingesta de acidasogren la dieta y su concentracion en el
plasma o en los eritrocitos. En general, estoslEstuno han observado correlacion entre la
composicion de los acidos grasos en plasma o goc#ios y la ingesta dietética de acidos
grasos saturados o monoinsaturados, probablemendgiep estas dos clases de acidos
grasos se pueden sintetizar endogenamente desdarlzhidratos. La correlacion mas
fuerte entre la ingesta dietética de acidos grgsssl concentracion en plasma o en
eritrocitos, se ha observado siempre en los agdasos poliinsaturados n-3 (41-43). Las

asociaciones entre la ingesta de acidos grasasgatlirados n-6 y sus niveles en plasma,
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aungue presentes, han sido descritos de forma necenssstente (42-45). S6lo unos pocos
estudios han sido desarrollados en mujeres gestdfregeneral se ha descrito una buena
correlacion entre la ingesta dietética de acidoasag poliinsaturados n-3 y su

concentracion en plasma y eritrocitos maternog| @momento del parto (44-46).

En resumen, la disponibilidad de acidos graséstaldepende no sélo de la ingesta
materna, sino de la adaptacion metabdlica fisickgjue ocurre durante la gestacion y de

la funcién de la placenta.

1.7 Transferencia placentaria de acidos grasos.

La transferencia a través de la placenta de ladodajrasos poliinsaturados de
cadena larga es crucial para el desarrollo de] fetaue ni la placenta ni el feto, poseen
actividad desaturasa suficiente para sintetizasestidos grasos (6), fundamentales para el

desarrollo neurologico del nifio.

Tabla 3. Perfil de acidos grasos en los fosfoligidel plasma materno y del

cordén umbilical.

Fosfolipidos

Plasma materno Plasma de corddr
Total SFA 47.10 (2.48) 49.93 (1.71
Total MUFA 14.93 (2.69) 13.36 (2.24
AA, C20:4n-6 7.68 (1.90) 16.14 (2.49
Total n-6 LCPUFA 12.37 (2.16) 22.55 (2.56
DHA, C22:6n-3 2.89 (0.99) 4.76 (1.70
Total n-3 LC-PUFA 3.72 (1.24) 5.44 (3.57

SFA, saturated fatty acids: acidos grasos saturddd§A, mono unsaturated fatty
acids: 4cidos grasos monoinsaturados. Media (ramgeocuartilico). De Berghaust al
(47).
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Numerosos estudios muestran que el contenido desagrasos poliinsaturados de
cadena larga (LCPUFA) en los lipidos del plasmacdeddn umbilical son superiores a los
encontrados en los lipidos del plasma materno emoatento del nacimiento (47-50); sin
embargo, el contenido de los acidos grasos esea@al plasma es inferior en el neonato
que en la madre (Tabla 3). Este enriquecimientecieb de LCPUFA en la circulacion
fetal, en especial de AA y DHA, es conocido commfitagnificacion” (51), y apunta a la
gran importancia que estos LCPUFA deben tenergldedo y al papel fundamental que la

placenta debe ejercer para la transferencia de estopuestos al feto.

Estudios experimentalas vitro y de perfusiorsefialan claramente que la placenta
es capaz de transportar preferentemente LCPUFAiacialacion fetal. Haggarty, Rt al,
utilizando placentas perfundidas, encontraron amstporte selectivo y preferencial de
DHA (orden de preferencia docosahexaenoico>aragigdso-linoleico>linoleico) (52),
Campbell, F.M. et al, demostraron tambiénvitro usando células BeWo (derivadas de
coriocarcinoma humano, que presentan propiedade®ldgicas y bioquimicas similares
a las del trofoblasto humano), una captacién peaferde DHA (orden de captacion

docosahexaenoico>araquidoénico>linoleico>oleico)lpsicélulas placentarias (53).

Larqué, E.et al, administrarorin vivo &cidos grasos marcados cBf, variante
natural del carbono, a mujeres gestantes, cuattastentes de una cesarea electiva. El
analisis del tejido placentario en el momento dalimiento demostré una incorporacion
preferente del docosahexaenoico (DHA) respectocdeiico (LA), oleico (OA) y palmitico
(PA); el ratio de la concentracién $#OHA entre placenta/madre fue significativamente
mayor para el*C-DHA que para los otros &cidos grasos. Sin embarste estudio no
pudo demostrar una transferencia preferente del BH/angre fetal respecto al resto de
acidos grasos, sugiriendo que la transferencieeptada de acidos grasos a la circulacion

fetal necesita mas de cuatro horas (54) .

La placenta humana es de tipo hemocorial, dondarigre materna entra al espacio
intervelloso via arterias espirales y fluye diremate entre los villi terminales sin que
intervenga ninguna pared vascular materna. Denteo lal placenta humana, el

sincitiotrofoblasto mantiene separada la circulacitaterna y fetal a la vez que permite el
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intercambio de nutrientes. Este epitelio multinaclde transporte deriva de células del
citotrofoblasto mononucleares, que a su vez procedel huevo fertilizado. El
sincitiotrofoblasto se encuentra polarizado y pres@na membrana microvellosa (MVM,
microvillous membrane) orientada hacia la sangreema y una membrana basal orientada

hacia la sangre fetal (figura 9).
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Figura 9. Estructura placentaria humana. Béa-Kokko, T.I. et al(55). (A) Capas

celulares que separan ambas circulaciones. (B)Uestira de la vellosidad terminal (villus
terminal). (C) Representacion esquematica del figoguineo en un cotiledon placentario

humano. Las flechas indican el flujo sanguineo mate

La diferencia de concentracion de los NEFA entreileulacion materna y fetal

incrementa durante la gestacion hasta el finaladenisma, donde la concentracion de
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NEFA en la madre es aproximadamente tres veces la dirculacion fetal. Ademas, la
concentraciéon del transportador principal de los=NHa albamina, es un 20-30% mayor
en la circulacion fetal, que en la materna, lo gumenta el gradiente para el transporte de

acidos grasos de la madre al feto (56).

Si consideramos la secuencia de captacion de agids®s por los tejidos, la
selectividad que demuestra la placenta por la poracion de determinados acidos grasos,
puede ejercerse a nivel de: los receptores derbpmipas, las lipasas placentarias y la
captacion por las proteinas transportadoras de dembrana microvellositaria de los
trofoblastos (57).

1.7.1 Captacion de acidos grasos por la placenta.

La placenta capta acidos grasos en su forma {iiger tanto, los acidos grasos han
de ser liberados desde las lipoproteinas paraasgférencia placentaria. En la membrana
microvillositaria de la placenta se han descritpriesencia de dos lipasas, que liberarian
los acidos grasos de las lipoproteinas: lipoproligiasa (LPL) y endotelial lipasa (EL)
(figura 10).

() | ?
@@ > T — PLK
" [m] A

Liso-PL EL

Placentaria
Citoplasma placentario f ?

Circulacion Materna Lipasa

LPL

Difusion
Pasiva

Figura 10. Captacion placentaria de acidos gras@® Larqué, E. (58). TG:

Liso-PL

triglicéridos, NEFA: acidos grasos libres, PL: foBpidos, Liso-PL: lisofosfolipidos, LPL:

lipoprotein lipasa, EL: endotelial lipasa.
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La enzima LPL se ha descrito clasicamente panaesporte placentario de acidos
grasos y es una enzima que se encuentra en la aremnimicrovillositaria placentaria en
contacto con la sangre materna (59), trofoblastasagréfagos aislados (60). La LPL
presenta actividad triglicérido lipasa y es respbtesde la hidrélisis de los TG del nucleo
de los QM y VLDL, liberando dos acidos grasos pswautilizacion tisular (figura 10).
(61;62). Este es el mecanismo descrito en grate i la literatura para el transporte

placentario de acidos grasos.

La enzima EL, descrita en células del endoteliceitario, se ha demostrado
recientemente en la membrana del sincitiotrofoblagd3). La EL presenta casi
exclusivamente actividad fosfolipasa Al, liberaneloacido graso esterificado en la
posicién 1 de los fosfolipidos y produciendo uoflisfolipido; ademas posee una minima
actividad triglicérido lipasa (64). Ya que los &sdgrasos saturados se encuentran
predominantemente en la posicion sn-1 de los fipéflals (PL), mientras que los acidos
grasos poliinsaturados (PUFA) son tipicamente iisegtos en la posicion sn-2 (65), la
actividad de EL podria producir liso-PL ricos enF2Uen el plasma materno, que podrian
ser ademas una fuente adicional de acidos grasadgalacenta. Asi, diversos estudios
describen que la liso-fosfatidilcolina podria resgrgtar un medio de transporte preferente
respecto a los acidos grasos libres (NEFA) patiadarporacion de DHA en el cerebro
(66;67). De igual forma, liso-fosfatidilcolina paeeliberar DHA de forma mas eficiente a

los eritrocitos que los NEFA (68).

La endotelial lipasa (EL) es una enzima predommaeh la placenta con
independencia de la edad gestacional. Al finaleddbarazo, la EL continGa expresandose
mientras que la LPL esta virtualmente ausente é&mfelblasto. En los vasos placentarios,
sin embargo, al final de la gestacién se observanenremento en la expresion de ambas
(69).

Magnussonet al. (70) investigaron la actividad lipoproteina lipagLPL)
placentaria en gestaciones normales en comparacidngestaciones complicadas con
crecimiento intrauterino retardado (IUGR), diabeteslitus insulindependiente (IDDM) o

diabetes gestacional (GDM). Este estudio demostsajraficativamente que la actividad
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LPL placentaria se encontraba reducida un 47% &RIUretérmino, mientras que en
IDDM se encontraba aumentada un 39 % respecto eolusoles. Lindegaardt al. (71)
describieron que la actividad LPL placentaria seoatraba aumentada en gestaciones
complicadas con IDDM en asociacion con el sobrepetsd. Estos estudios apoyan, por
tanto, la hipétesis de que alteraciones en LPL guedntribuir a cambios en el transporte

de los acidos grasos al feto y modificar, en camsecia, su crecimiento (70).

Otras lipasas implicadas en la hidrolisis de &cigpasos esterificados son
fosfolipasa A2 tipo Il, que se expresa principalteesn placenta y coriodecidua (72) y TG
hidrolasa con pH éptimo 6.0, diferente a LPL, expta en la membrana microvillositaria
del sincitiotrofoblasto (73). Parte de la fosfoBpaA2 tipo Il es secretada al compartimento
extracelular donde es activa, pudiendo tener aeti/ifosfolipasa placentaria, no sélo
intracelular, sino también extracelular (74). Asgmo, la placenta posee receptores para
lipoproteinas (32;75), algunas lipoproteinas padsiafrir endocitosis tras la unién a estos
receptores, para proveer de colesterol a la placeste mismo mecanismo podria aportar
acidos grasos al tejido placentario, una vez liesaor las lipasas intracelulares, aunque
la relevancia de las mismas para el suministro ai@oa grasos a la placenta, es aun

incierto.

1.7.2 Proteinas transportadoras de membrana placentarias.

Una vez liberados por las lipasas, los acidos griises (NEFA) entran a la célula
a través de difusion pasiva o bien a través de ecanismo mas complejo y saturable,
mediado por proteinas transportadoras. Las pratedieamembrana que parecen estar
implicadas en el transporte placentario de acidasag son: FABPpm (Fatty acid binding
protein plama membrane), p-FABPpm (placental plasnegnbrane fatty acid-binding
protein), FAT/CD36 (fatty acid translocase) y FATR -6 (Fatty acid transport protein)
con actividad acyl-CoA-sintetasa (76;77). Estadginas se encuentran localizadas en la
membrana microvillositaria y en la basal del sintibfoblasto, a excepcion de p-FABPpm

gue se ha encontrado Unicamente en la membramnevifiasitaria (78). (Figura 11).
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Figura 11. Modelo tedrico de captacion de acidoasgs. De de Hanebutt, F.L. et
al (77). LP: lipoproteina, LPL: lipoprotein lipas&dEFA: non-esterified fatty acid, FATP:
fatty acid transport protein, FAT: fatty acid trdosase, P-FABPpm: placental plasma
membrane fatty acid binding protein, L-FABP: liviatty acid binding protein (FABP1),
H-FABP: heart-fatty acid binding proteina (FABP3PPAR: peroxisome proliferator

activated receptor, RXR: retinoid X receptor.

Aunque el papel de estas proteinas en la captatiétabolismo y transferencia de
acidos grasos por la placenta no se conoce por lemmpse ha sugerido que el
enriguecimiento de LCPUFA en la circulacion fetal @onsigue gracias a la compleja

interacciéon de las mismas.
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Utilizando células BeWo como modelo experimentairdéoblasto, se observo que
al incubarlas con un anticuerpo para p-FABPpm edymia una reduccién en la captaciéon
de docosahexaenoico (DHA) y araquidénico (AA) déPby 68%, respectivamente,
mientras que la captacion de oleico (OA) se reduid2% (53). Estos hallazgos sugieren
que p-FABPpm esta envuelta directamente en la @aptale DHA y AA. No obstante,
esta proteina p-FABPpm sélo ha podido ser demasfpad el grupo de Dutta-Roy vy ni
siquiera ha sido secuenciada genéticamente, lcsggiere prudencia sobre la funcion e

identificacion de esta proteina en la placenta.

De las proteinas transportadoras de acidos grasA3P) asociadas a las
membranas expresadas en la placenta, las que paree implicadas en la captacion
selectiva de DHA son: FATP4 y p-FABPpm (78-80).

Las FATP (Fatty acid transport protein) son una ifiamde proteinas
transportadoras de acidos grasos (NEFA), constitjpdr 6 miembros que ademas
presentan actividad acyl-coA sintetasa (Tabla 4). fues, las FATP podrian transportar
los acidos grasos y ademas catalizar la converd@nos NEFA a acyl-CoAs (81),
facilitando su destino metabdlico dentro de lasileél esterificacion en triglicéridos y
fosfolipidos de membrana, su uso como substrattesfiexidacion y acilacion proteica, y
como ligandos de factores de transcripcion. Tebial. (82) demostraron en células BeWo
que la inhibicidn de la esterificacion de los NEEA acyl-CoAs puede modular, en parte,

el grado de transporte de los acidos grasos astvéstas células.

Tabla 4. Expresion de la familia de transportadodesmembrana FATP.

Tipo Locus

de Intestino Tejido genético

FATP delgado Corazén Higado Musculo adiposo Placenta humano Referencias
FATP-1 - ++ - ++ ++ ++ 19p13.1 (21,83-85)
FATP-2 - - ++ - - - 15g21.2 (21,85;86)
FATP-3 - - + - - - 1g21.1 (85,86)
FATP-4 ++ + + + + ++ 9q34 (85-87)
FATP-5 - - ++ - - - 19913.4 (85,86;88)
FATP-6 - ++ - - - - 5023 (85)
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Larguéet al. (80) evaluaron en embarazadas la asociacion kensigplementacion
con DHA y la expresion en placenta de proteinassfrartadoras, observando que la
expresion génica de FATP1 y FATP4 en placentaoselacionaba directamente con el
porcentaje de DHA en los fosfolipidos (PL) de ptdaey sangre materna; ademas, la
expresion de FATP4 se correlacionaba significateste con el DHA de los PL en sangre
fetal. Estos datos sugieren que FATP4 podria estavelta en el transporte selectivo
placentario de DHA y por tanto de LCPUFA n-3 (80).

1.7.3 Transporte intracelular de acidos grasos en la planta.

Una vez que los acidos grasos han sido transpartaldoitosol, son unidos a las
proteinas de unidén a acidos grasos citosélicas FEA8tty acid binding proteins). En la
placenta han sido descritas hasta el momento: FABREABP (Liver FABP), FABP3 o
H-FABP (Heart FABP), FABP4 o A-FABP (Adipocyte FABPFABP5 0 K-FABP
(Keratinocyte- FABP) y FABP7 o B-FABP (Brain FABRgvisado por Cunningham, P.y
McDermott, L. (79)).

Campbell et al. (89) describieron por primera vez L-FABP y H-FAB#
sincitiotrofoblasto humano. Biron-Shentdl al. (90) detectaron la expresion génica de L-
FABP, H-FABP, A-FABP en trofoblasto primario humagoen tejido placentario. Sin
embargo, en macrofagos se ha descrito la presdacdeFABP (25), por tanto, resultaria
interesante conocer en la placenta la localizade®-FABP (trofoblasto o macréfagos).
En cuanto a la expresion de B-FABP en el trofoblagtos estudios publicados

recientemente, comunican discrepancias en susadssl(80;90).

Los acidos grasos libres (NEFA) pueden ser adexidadns dentro del trofoblasto
o bien ser reesterificados y depositados en forrtaiglicéridos y otras fracciones lipidicas
en la célula placentaria. Estos compuestos pueddrir posteriormente hidrolisis
(lipolisis) y consecuentemente liberar acidos ggasta circulacion fetal (52;91); el distinto
procesamiento que sufren los acidos grasos entezlonde la placenta también podria

afectar su tasa de transferencia.
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A diferencia de los adipocitos y monocitos, losfdbdastos no son células
especializadas en acumular lipidos, por tanto,aplepde la familia PAT (adipofilina,
perilipina) en el trofoblasto podria ser difereatede otros tipos celulares. Entender la
actividad de estas proteinas en la placenta paguidarnos a entender los mecanismos que

regulan el transporte de acidos grasos a travisrdesma.

Bildirici et al. (92), mostré que la adipofilina se expresa enobiaisto velloso
humanoin vivo e in vitro tras el cultivo de trofoblasto humano primariajueiendo los
procesos de lipolisis. Ademas, encontré que laesign de adipofilina esta regulada por
PPARy (peroxisome proliferator-activated receptQr una proteina que juega un papel
crucial en el desarrollo de la unidad fetoplaceatde roedores y en la diferenciacion del
trofoblasto humano (93;94). La ablacion de PRAR asocia con un reducido numero de
lipid droplets (LD) en la placenta de roedores (§8) lo que estos hallazgos sugieren que
es necesaria la acumulacién de los acidos graseisterioblasto, en LD, y que es regulada

durante la diferenciacion trofoblastica y el desléwrplacentario.

Tobin et al. (95) demostraron que los LCPUFA araquidénico (AA)
eicosapentaenoico (EPA) y docosahexaenoico (DH¥),nsas eficientes para estimular la
expresion de mRNA de adipofilina en células BeWe ms acidos grasos de cadena mas
corta. De forma similar, Yamamoto, M. e Itabe, 86)(describieron que la incubacion de
células BeWo con DHA, inducia la expresion de ADRIRctuar como agonista enddégeno
del RXR, lo que significa que el DHA podria regusar destino metabolismo intracelular,

mediante el control de la expresion de estas pradei

Ademas, Tobiret al. (82) describieron que los diferentes destinos bdditzos de
los acidos grasos en el trofoblasto influyen entransporte al feto. La incubacion de
células BeWo con OA dio como resultado una mayamadacion en triglicéridos y una
mayor formacion de lipid droplets (LD) en el cithsque su incubacién con DHA, sin
embargo, la transferencia relativa del DHA a tradésla capa de células BeWo en
comparacion con OA fue cuatro veces superior pafaH#\; de esta forma, la menor

acumulacion de DHA en las LD resulté en una mayorsferencia.
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En cuanto a la regulacion de la lipolisis en lacptda, Watermaret al. (59)
identificaron en el citosol de placenta HSL (pH)6Rosteriormente Lindegaaed al. (71)
encontré un aumento de la expresion del mRNA de MEL en placentas de mujeres
diabéticas, sugiriendo que la alteracion de estasnas podria estar relacionada con las
modificaciones que se producen en el transportéacttos grasos al feto en la diabetes.
Hasta el momento, ATGL aun no ha sido identificadglacenta, aunque no descartamos

su posible implicacion en la regulacion de la trarencia placentaria de acidos grasos.

Por otro lado, Johnsest al (97) describieron en células BeWo que su inculpacio
con &cidos grasos poliinsaturados de cadena lalgaPUWFA) (araquiddnico,
eicosapentaenoico y docosahexaenoico), modificabaxpresion genética de acyl-CoA
sintetasas intracelulares, lo que sugiere que @BUFA podrian ejercer una importante
funcién reguladora, sobre la captacién de acidasagr por el trofoblasto, al modificar la
expresion de estas proteinas. Estos mecanismosiapoddemas influenciar la

biomagnificacion de los LCPUFA respecto al rest@cdeos grasos.

1.7.4 Transporte de &cidos grasos a la circulacion fetal.

El sistema mas eficiente para transportar lipidesdd un tejido a la sangre es la
formacion y secrecion de lipoproteinas que conteregzolipoproteina B (apoB). Estas
lipoproteinas pueden contener grandes cantidadésgtieéridos y también servir como
transportadores de lipidos esenciales como vitamim@solubles y glicolipidos (98).
Madden, E.M.et al. (99) demostraron que la placenta humana es capantktizar y
secretar apoB, asi como una especie de lipoprsteuna podrian transportar lipidos hacia
la circulacion fetal. Sin embargo, la capacidadgel&@ecion de lipoproteinas por la placenta
es aun controvertida, y en la mayor parte de |dades se indica que, la placenta
transporta los acidos grasos intracelulares artalacion fetal, directamente mediante
difusion facilitada o bien utilizando las proteineensportadoras de lipidos (FAT/CD36 y

FATP) situadas en la membrana basal del sincitmittasto (77).
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Una vez en la circulacion fetal, los acidos gras®sinen a la-fetoproteina y son
captados por el higado donde son esterificadobeyddos a la circulacién fetal como
triglicéridos. Existe evidencia de que los acidmssgs esterificados en la circulacion fetal
no pueden ser recaptados por la placenta. Por, tatrto posible mecanismo para la
acumulacion selectiva de ciertos LCPUFA en la ¢acion fetal, podria ser su
incorporacion preferente en lipidos esterificado$aeplacenta, antes de su transferencia al

feto y/o su esterificacion en el higado fetal, guebb atrapados en la circulacion fetal (56).

Ademas de su papel en la transferencia de acidmogral feto, se cree que la
placenta es capaz de modular su aporte de &cidessgen funcion de las demandas del
feto. La placenta regula la movilizacion de acidpasos del tejido adiposo materno
mediante la secrecion de leptina a la circulaci@tenma y fetal, que estimula la lipolisis
(56); pero al final de la gestacion también se pceden la embarazada una situacion de

resistencia a la leptina.

1.7.5 Papel de Peroxisome-Proliferator-Activator-Receptor(PPAR) en la funcion

placentaria.

El mecanismo exacto por el que los acidos grashisgaiurados (PUFA) influyen
sobre el metabolismo lipidico celular ain no seocenpor completo. Se ha descrito que
los PUFA median sus efectos a través de interagsioan factores de transcripciéon como
los PPARs (peroxisome proliferator-activated recep)t (100;101). Los PPAR son una
familia de receptores esteroideos que actlan cactorés de transcripcion nuclear. La
union de un ligando al PPAR conduce a la heteradzam&on del complejo PPAR-RXR
(receptor X retinoide) y, subsecuentemente, la runile este complejo al PPRE
(peroxisome proliferator response element) deldjana, o que conduce a la activacion u

inhibicién de su transcripcion (102).
El papel del PPAR en el metabolismo placentaripeesalmente en la homeostasis

lipidica placentaria, ha sido estudiado extensagndiasta el momento se conocen tres

subtipos de PPAR: PPAR-PPARy y PPARS, criticos para el desarrollo placentario y la
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regulacion de sus funciones fisioloégicas (103). aBlret al. sefalaron el papel
indispensable del PPAR en el desarrollo placentaa® generar un ratén con deficiencia
en PPARy y estudiar las consecuencias de la perdida densidh en la placenta (93). En
placenta humana se ha mostrado que PiPARa envuelto en la invasion del trofoblasto y
que PPARy y PPARS son importantes para su diferenciacion y maduna@4;104;105).
La importancia de PPAR-en la biologia de la placenta es relativamenteomguoe la de
PPARy y PPARS, aunque son necesarios mas estudios para entemdeapel en la

unidad feto-placentaria (106).

Los PPAR también parecen estar envueltos en ladapty transporte de acidos
grasos mediante la modulacion de la expresion si@rateinas transportadoras. Shatff
al., describieron que PPAR-y RXR regulan el transporte de acidos grasos en el
trofoblasto primario humano. El tratamiento delfdldasto humano con agonistas de
PPARy y RXR (LG268 + GW1929) resultaba en una elevadéa expresion de ADRP
y de las proteinas transportadoras de acidos gra#sbB-1 y FATP-4, pero no FATP-2,3y
6 MRNA en estas células (107). Este grupo obtasaltados similares vivo utilizando
rosiglitazone (agonista PPAR; describiendo también un aumento en la expresion
placentaria de FABPpm y FAT/CD36 (108). Estos hgites sefialan que el heterodimero
PPAR/RXR podria tener un papel especial en la aegut de la captacion especifica de
LCPUFA en la placenta.

Ademas, a diferencia de lo que ocurre en otroddsjiparece que la captacion de
acidos grasos en la placenta no esta reguladansidina (109), lo que sugiere que
PPAR/RXR juegan un importante papel en el contebltihnsporte placentario de acidos

grasos.

Mata de Urquizat al. (110) publicaron en la revista Science en el d@d2jue el
DHA, actla en el cerebro como un activador potentisdel RXR. Estos datos sugieren
que, el DHA podria modular funciones neuronalesweets de la activacion de las vias de
transduccion de sefiales mediadas por RXR. Adeniasli&lpodria modular la expresion
de transportadores de acidos grasos, via activaeldRPAR-RXR en la placenta, cerebro,

o cualquier tejido.
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1.8 Importancia de los acidos grasos poliinsaturados deadena larga (LCPUFA)

para el feto.

Las etapas mas criticas en la formacion de la astau del encéfalo humano,
ocurren durante el dltimo trimestre de gestaciéontinian hasta los dos afios después del
nacimiento (111). Esta morfogénesis esta intimagnasbciada a la funcion del cerebro y
requiere de un extraordinario aporte de acidosogrgmliinsaturados de cadena larga
(LCPUFA), particularmente de araquidénico y docesaknoico. En consecuencia, los
efectos adversos de una inadecuada transferenti€REFA al feto, desde la madre, en
este periodo del desarrollo, podrian resultar niféslds de superar que los ocurridos por

una inadecuada ingesta en etapas posteriores (112).

El cerebro es un tejido principalmente lipidico,etmque un 60% de su peso seco
esta constituido por lipidos; de ellos, un 40% &cidos grasos poliinsaturados de cadena
larga (LCPUFA), y de estos un 10% es araquidomod) (y un 15% docosahexaenoico
(DHA) (113). Es ademas un 6rgano con gran numeesttacturas con membranas. EI AA
y el DHA en gran medida ejercen sus funciones noéitals, formando parte de la
estructura de los fosfolipidos (PL) de las memtsaoelulares, particularmente de la
fosfatidilcolina (PC), la fosfatidiletanolamina (P la fosfatidilserina (PS). Por su alto
grado de instauracién, los fosfolipidos ricos enPUEA, aportan gran fluidez a las
membranas en las que son incorporados. La fluidez lad membranas parece
particularmente importante en la formacion deldtejnervioso y cerebro (13;114;115) al
ser esencial para que las proteinas de membranaldsaionicos, receptores, uniones
comunicantes, receptores cataliticos, enzimasyatstas formadoras de vesiculas, etc)
puedan tener la movilidad que requieren sus fuesioya sea en la superficie de las

membranas o en el interior de la bicapa lipidica.

El 4cido docosahexaenoico (DHA) presenta, en comagar con otros acidos
grasos esenciales, una distribucion tisular masoéfga en el sistema nervioso central, lo
gue apoya su importante papel en el desarrolloonaliry visual de los recién nacidos
(4;116). Como mencionabamos, el DHA es un compenerincipal de los fosfolipidos de

las membranas celulares, y en el cerebro const@uye % de su composicion y en retina
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el 19.7 % (117;118); dentro de estos, el DHA etiq@darmente abundante en los bastones
de la retina (119;120) y en la sustancia gris, @apeente en la membrana sinptica
(116;121;122).

La cantidad total de acido docosahexaenoico (DHA)ek cerebro aumenta de
forma dramética durante la fase de desarrollo carefpido, desde el principio del tercer
trimestre hasta los 18 meses de vida, con un piedemlor del momento del nacimiento
(123), no sélo por el aumento de tamafio cerebirad, también por un aumento en su
concentracion relativa. Clandinin et al., estimagae la acumulacion prenatal de DHA en
el cerebro humano es de aproximadamente 15-22 mayse durante el tercer trimestre

(124,125), lo que sefala la importancia de estdodgiaso en el desarrollo fetal.

La concentracion de DHA en plasma fetal resultd® 8€ces mas efectivo como
sustrato para la acumulacion de DHA en el cerelerdetbs de babuino que la de su
precursor, el acida-linolénico (126). Algunos estudios describen tpgerecién nacidos
prematuros, presentan niveles mas bajos de DHAmgre debido a la interrupcién precoz
de su transferencia placentaria, que se correlaaon un funcionamiento anormal de la
retina y de las funciones corticales (evaluado argdi electroretinograma, potenciales
visuales corticales evocados y test de agudezalyi€h127;128). Ademas, en primates
con menor cumulo de DHA en tejido cerebral, se masemas deficiencias en la funcion

retiniana y comportamientos estereotipados, qumetroles (129;130).

Los estudios realizados por diferentes grupos margsademas, que existe una
relacion directa entre los niveles de LCPUFA etrasitos (como estimacion del estatus
nutricional de estos acidos grasos) y en plasma,l&agudeza visual y la respuesta a
potenciales evocados en los lactantes (131;138undls investigadores han propuesto que
un aporte adecuado de LCPUFA durante el periodogial puede tener repercusiones en
la inteligencia y el desarrollo intelectual deliiiduo en la edad adulta, asi como una

disminucién de su morbilidad (133).

Helland, I.B.et al. desarroll6 en Noruega un estudio randomizado,edolggo,

controlado con placebo, en mujeres gestantes quikiae desde la semana 17-19 de
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gestacion hasta 3 meses después del parto, 10 adette de bacalao, que proporcionaba
lg/dia de DHA. Los neonatos que presentaban unetestroencefalografico (EEG)
maduro al segundo dia de vida, presentaban magoreentraciones de DHA en los PL
del plasma umbilical que aquellos neonatos con E® Enmaduro, a favor de una
asociacion entre la concentraciéon de DHA y la maedwerebral del recién nacido (134).
No obstante, no se observaron diferencias en @ltaede EEG a los tres meses, ni en el test
de Fagan a los seis y nueve meses de edad (coradadde la funcion cognitiva infantil)
(134). Sin embargo, a la edad de cuatro afios,ifies nle las madres que habian recibido
aceite de bacalao (n-3 LCPUFA) durante el embanazla lactancia, presentaban
coeficientes de inteligencia superiores, evaluadesliante el test K-ABC (Kaufman
Assessment Battery for Children) (127). ColombgaetJal. (135) describieron también en
un estudio longitudinal, que los niflos cuyas magnesentaban al nacimiento niveles
superiores de DHA en sus eritrocitos, mostrabaardaros dos primeros afios de vida mas
madurez en su perfil de desarrollo y un funcionatoienas optimo, evaluado por su grado
de atencion y distraibilidad (135).

En el gran estudio de cohortes ALSPAC se registrisdcuencia de consumo de
pescado durante el embarazo en 11875 mujerespredda con la ingesta de n-3 LCPUFA
(136). La frecuencia de consumo de pescado seored@gn tres grupos: no consumo de
pescado, consumo de 1-340g de pescado por semamasymo de mas de 340g de
pescado semanal. El analisis de los resultadoredes forma significativa, que los nifios
cuyas madres habian consumido menos de 340g dadpesemanal estaban en el cuartil
mas bajo de inteligencia verbal a la edad de oélos.alambién se asocio la baja ingesta
de pescado durante el embarazo, con resultadoptgsubd en habilidades motoras finas y

en la puntuacion de desarrollo social.

Por altimo, mencionar que el contenido de DHA eceetbro del feto y del nifio, se
ve relativamente mas afectado por la dieta matgueael contenido en acido araquiddnico
(AA), lo que sugiere que la regulacion metabdlind@gena del contenido de AA es mas
efectiva (137).
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En resumen, parece que existe una asociacion @ngstatus de DHA en plasma
materno o su ingesta durante el embarazo, y etrddeade las funciones cognitivas en el

neonato y posteriormente en el nifio.

Debido a las implicaciones del DHA sobre los reslds perinatales, la Comision
Europea elaboré en el 2007 un documento de consgmsorecogia, entre otras, las
siguientes recomendaciones: durante la gestad@ihagtancia, las mujeres deben alcanzar
una ingesta minima de DHA de 200 mg/dia; ingestabasta 1 g/dia de DHA o de hasta
2.7g/dia de n-3 LCPUFA, han sido usadas en ensadiyusos randomizados sin efectos
adversos significativos; las mujeres en edad féetiderian consumir una o dos raciones de

pescado a la semana, incluyendo pescado azul (138).
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Justificacion y objetivos

El embarazo y los primeros meses de vida trasreéd gaponen un periodo critico
en la formacion y desarrollo del sistema nerviosatral, que se caracteriza por una rapida
acumulacion de grasa, que supera de lejos la ds atrtrientes (118;124). Los acidos
grasos esenciales y sus derivados poliinsaturaglasdena larga (LCPUFA), son vitales
para la salud humana ya que, por un lado, desamrola importante funcién estructural en
las membranas celulares, siendo imprescindiblda &rmacion de nuevos tejidos, y por
otro, son precursores de moléculas con importamteidn biorreguladora (eicosanoides).
Ademas, algunos estudios han mostrado que los miécisos de madres cuya dieta fue
suplementada con LCPUFA presentaron, al evaluadesarrollo mental y sensorial,

puntuaciones superiores durante su seguimientd;139).

Los acidos grasos esenciales (acido linoleico gaoatdinolénico) no pueden ser
sintetizados por el hombre y por tanto, deben sesumidos en la dieta materna y
transferidos al feto a través de la placenta. Rar kado, la actividad de las enzimas
responsables de la formacion de los LCPUFA es enllplacenta y muy escasa en el feto
(6), de forma que los LCPUFA se consideran nug®rbndicionalmente esenciales para

el feto y deben ser igualmente transferidos desdealdre a través de la placenta.

Se desconoce hasta que punto la ingesta materios deismos puede afectar su
transferencia placentaria al feto, por lo que itigas y conocer las vias de transferencia,
asi como los mecanismos que las regulan, resulfacuastion clave en nutricion para
entender la relacidon entre el metabolismo materaola$s acidos grasos, el aporte
placentario al feto de EFA/LCPUFA y sus posiblessazuencias en el embarazo y el

neonato.
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Muy pocos aspectos del metabolismo y la suplemgmatietética son de tanta
importancia biolégica como la alimentacion de laadres durante el embarazo y la
lactancia, asi como la de sus recién nacidos ysnifws factores nutricionales durante el
desarrollo precoz no solo tienen efectos a coaqkn la fisiologia, el crecimiento y la
composicién corporal, sino que también se asociafeetos a largo plazo sobre la salud
del individuo y el desarrollo de enfermedades esdiad adulta, fendmeno conocido como

programacion metabdlica (140;141).

El objetivo general de la presente tesis doctaraldvaluar la tasa de transferencia
placentaria de los distintos acidos grasos marceolossétopos estables en humanos y en

condicionesn vivo.

Ademas, los objetivos secundarios fueron:

1. Evaluar los mecanismos implicados en el transptetécidos grasos a través de
la placenta.

2. Describir el perfil de los acidos grasos marcadedas distintas fracciones
lipidicas de plasma materno, placenta y plasma feta

3. Estudiar la relacidbn entre los acidos grasos ptesemn los distintos

compartimentos fisiolégicos durante la gestacion.
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Material y métodos

3.1 Disefio experimental.

Para la realizacion del presente estudio se recluthl embarazadas a término que
iban a ser sometidas a cesarea electiva en elctene Ginecologia y Obstetricia del
Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca. Elgbocolo de investigacion fue aprobado

por el Comité ético de dicho Hospital.

De las pacientes remitidas en el tercer trimes@egeéstacion a la Unidad de
Medicina Materno Fetal del Hospital Universitariorgén de la Arrixaca, se reclutaron
para el estudio aquellas que reunian las sig@eat@cteristicas:

=  Gestacion Unica.

Edad comprendida entre 18 y 40 afios

indice de masa corporal al inicio de la gestacitnee25 y 35 Kg/m2.

Dieta omnivora.

Indicacion de cesérea electiva por presentacidmatigas (8), miomectomia

previa (2) o situacion transversa (1).

Biometria por ecografia y Doppler fetal, 24 haaages de la cesarea, en el

rango de referencia.

Monitorizacién fetal, 24 horas antes de la cesdiealteraciones.

Como criterios de exclusion, se establecieron:
» La presencia de problemas de salud antes o dusagéstacion.
=  Ser fumadora.

= Consumir suplementos de DHA durante el embarazo.
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Tras una exhaustiva explicacion del estudio ydrdarar las dudas de las pacientes,

se obtuvo por escrito su consentimiento.

El dia previo a la cesarea se media y pesabapaitasipantes y, se monitorizaba la
frecuencia cardiaca fetal. Ademas, se realizab&aogcografico, recogiendo la biometria

fetal y los indices de pulsatilidad (IP) y resisiar(IR) de arteria umbilical.

Las pacientes recibieron, doce horas antes deséaaae en un azucarillo, una dosis
oral de acidos grasos libres marcados uniformemeate carbono 13{C) (Martek,
Bioscience, Columbia, MD) compuesta por 0.5 mg/lg pso corporal d&’C-acido
palmitico (PA), 0.5 mg/kg d€C-acido oléico (OA), 0.5 mg/kg d&C-acido linoléico (LA)

y 0.1 mg/kg de"*C-acido docosaexaendico (DHA). Cinco sujetos recisi el**C-DHA
enriquecido al 100%, es decir, 0.1mg/kg de DHA tmtos los carbonos marcados ¢&@
y los seis restantes recibieron la dosis't#@-DHA enriquecido al 10%, es decir,
0.01mg/kg de DHA con todos los carbonos marcados ©6. Tras su ingesta

permanecieron en ayunas (figura 12).

Debido a la alta sensibilidad del equipo de crogatita de gases-combustidn-
espectrometro de masas de isétopo ratio y la litaitaasa del pool enddégeno de acidos
grasos poliinsaturados de la familia3/n-3, en comparacién con los &cidos grasos
mayoritarios, la cantidad de acidos grasos marchd®sdo testada para obtener resultados
con *C-DHA débilmente enriquecido. La ventaja es disrniml coste del compuesto y

simplificar los problemas técnicos de la cromatbigrde gases (142).

Se tomaron muestras de sangre de las pacientea poainistracion de los acidos
grasos marcados (-12h/basal), asi como tres h@tasantes de la ceséarea, dos horas (-2h),
una hora (-1h), en el momento de la misma (Oh) § bhara después (+1h). Tras el
nacimiento se recogié sangre de arteria y venalimabiasi como fragmentos de placenta
(figura 12).
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13C-PA

0.5 mg/kgKG

13C-OA

0.5 mg/kgKG

13C-LA

0.5 mg/kgKG

13C-DHA

0.1 mg/kgKG

Ingesta de acidosgrasos marcados @

- | =

Muestra de placenta

Muestra de sangre de corddn

(= =

Muestra de sangre materna

T T T T T T T T T T T T T T T T

T
horas: -12 -112-10 9 8 -7 6 5 4 3 -2 -1 0 1 2

Cesarea
electiva

Figura 12. Protocolo de recogida de muestras.

3.2 Obtencién de muestras.

Previamente a la administracion de los acidos grasarcados (tiempo basal) se
extrajo mediante venoclisis una muestra de 8mbdegre. En las tomas realizadas a -3h, -
2h, -1h, Oh y +1h respecto a la cesarea, se extregn embargo, sélo 3ml de sangre de las
pacientes. Tras el alumbramiento placentario segiécen una jeringa de gases una
pequefia muestra de sangre de arteria y vena uatbglara el analisis del pH fetal.
Asimismo se extrajo aproximadamente 3 ml de sadgreena y 2 ml de sangre de arteria

umbilical.
Las muestras de sangre fueron inmediatamente fogattias a 1500 g durante
10min, para obtener el plasma, que fue almacenad®08C hasta posterior extraccion

lipidica y analisis de los acidos grasos marcados.

De la muestra extraida a las -12h, 4ml fueron idost al Laboratorio de

Bioquimica del Hospital Universitario Virgen de karixaca, en un tubo seco, para
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determinar la concentracion de triglicéridos, HDLLRL colesterol, colesterol total y

albumina, mediante kits comerciales (Roche, Banzglo

Tras pesar la totalidad de la placenta, se cort@dosrfragmentos de su zona central
de 2 x 2 cm que se lavaron con solucién de CINgM8sta eliminar los restos de sangre.
Las muestras obtenidas de placenta se congelanmediatamente en nitrogeno liquido,
para evitar la accion de las fosfolipasas placeary se almacenaron a -80°C hasta

posterior analisis de los &cidos grasos.

3.3 Técnicas analiticas.

3.3.1 Extraccion de los lipidos del plasma.

Para la extraccion de los lipidos del plasma selesimgl método de Folch et al.,
(1957) (143) con ligeras modificaciones. Se toma2d0@ ul de plasma, a los que se
adicion6 10Qul de estandar interno (5.04 mg de acido pentadec@®rb.22 mg de acido
tripentadecaenoico, 12.38 mg de acido colestetdgiraenoico y 7.28 mg de
dipentadecanoil-fosfocolina en 50 ml de cloroformetanol 35:15 (v/v) + 100 mg BHT
g/l), 100 ml de metanol:cloroformo 35:15 + BHT (1®@/50ml). A ello se sumé 10 ml de
una mezcla de cloroformo:metanol 2:1 (v/v) y 2.5d@lagua destilada. Con la ayuda de un
agitador de tubos (voértex), en 15 min se agito weEes y se centrifugd 7 min a 1500 g y
25°C.

La mezcla se separd en dos fases entre las qususdizaba una capa de proteinas
precipitadas (figura 13A). La fase superior o hadcohdlica se desechd con ayuda de una
pipeta Pasteur (figura 13B). A la fase inferiodaraférmica, junto a la capa proteica, se le
adicion6 2.5 ml de metanol y 2.5 ml de soluciorN&€| al 2%. Esta segunda extraccion,
al igual que la primera, se facilité por la agifacde la mezcla tres veces, durante 30sg, en
15 min (a intervalos de cinco minutos), tras loales se centrifuga a 1500 g, 7 min a 4°C,
recogiéndose de nuevo la fase inferior cloroforroma ayuda de una pipeta Pasteur (figura
13C).
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Se repitid una tercera extraccién, igual a la sdgug tras recoger la fase
cloroférmica, se concentr6 con ayuda de un rotavap®/° (figura 13D). Finalmente, el
residuo resultante, se resuspendié en 400 pl deofGteno/Metanol 1:1 (v/v) para el

andlisis de las fracciones lipidicas por cromatibgen capa fina.

A) B)

Figura 13. Secuencia de extraccion lipidica. A) gra centrifugacion de la
muestra se observa una fase superior o hidroaléchdl una fase inferior o cloroférmica.
B) En el tubo de la izquierda se ha desechado $a& fuperior. C) Recogida de la fase
cloroférmica atravesando la capa proteica, medigpifgeta Pasteur. D) Concentracion de

la fase cloroférmica mediante rotavapor.
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3.3.2 Extraccion de los lipidos de placenta.

Los lipidos de la placenta se extrajeron tambigrepmétodo de Folch et al. (1957)
(143). Para ello, se pesaron fragmentos de placentee 0.3 y 0.5g, que fueron
homogeneizados con ayuda de un homogeneizador a@iton(Ultra-Turrax) en 3 ml de
cloroformo/metanol 2:1 (v:v) + 5g/l de BHT y 250¢d estandar interno (5.04 mg de acido
pentadecaenoico, 5.22 mg de acido tripentadecagnok2.38 mg de &cido
colesterilpentadecaenoico y 7.28 mg de dipentaddeamsfocolina en 50 ml de
cloroformo/metanol 35:15 (v/v) + 100 mg BHT g/l). iddbmogeneizador se lavo tres veces
con solucién de cloroformo/metanol 2:1 (v/v) y laiestra final se incub6é en un bafio

termostatizado a 35°C durante 20 min.

Posteriormente, la muestra incubada se filtr6 sqapel Whatman n°5 para
eliminar los restos insolubles. Los filtros se lavados veces con cloroformo:metanol 2:1
(v/v) y se adiciond al filtrado 4 ml de CIK 0,1Mitmndose durante un min. Posteriormente
se centrifugd a 1500 g durante 30 minutos a 10°€e ydejo reposar 20 minutos a

temperatura ambiente.

Se obtuvieron dos fases, la superior 0 acuosasechi@ con ayuda de una pipeta
Pasteur y la inferior o polar se filtr6 sobre pap#iatman n°6. Nuevamente se realizaron
dos lavados de los filtros con cloroformo:metanal @/v). El filtrado resultante se llevo a
sequedad con un rotavapor a 37°C y se resuspeadimuestra en 400 ul de
Cloroformo/Metanol 1:1 (v/v) para posterior separacde las fracciones lipidicas por

cromatografia en capa fina.

3.3.3 Separacion de las fracciones lipidicas de plasmalacenta.

Se tomaron 40Ql del extracto lipidico de plasma materno y fetadi como de

placenta. Se depositaron en las placas (platosedéegsilicona: MERCK; Darmstadt;

Germany) a 2 cm del origen. El desarrollo cromdifigp se llevé a cabo en una campana

de vidrio que contenia dos tiras de papel de fdttheridas a las paredes, con el objeto de
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facilitar la saturaciéon de la campana (figura 14).campana se prepar6 con 200 ml de la
fase movil o solucion de Carnielli, V.P. (144) carepta por una mezcla de n-heptano :
diisopropiléter: acido acético en proporciones 6M:: 3 (v/v/v). Se introdujeron en la

campana las placas que contenian las muestraadgsiccon el origen hacia abajo y en
posicion vertical. Una vez iniciado el desarrol dejé transcurrir aproximadamente 45

mininutos, hasta que la fase movil alcanzo la parfeerior de las placas y se dejaron secar.

CHCLy [HeOR /N Hy/H,0 (F3:97:2.2:2,8)

Figura 14. Campana de vidrio para cromatografiacapa fina.

El revelado de las placas se realizo bajo luz wititeta a 254 nm. Tras aplicar un
spray con solucion al 0,2% de 2'7’-diclorofluoreseeen etanol se originaron unas bandas

de color amarillo que permitieron la localizaci@ahda una de las fracciones (figura 15).

Figura 15. Revelado de las placas con luz UV.

57



Alfonso Gil Sanchez. Tesis Doctoral

Cada una de las fracciones se caracteriza por tengalor de Rf (distancia que
migra la fraccion desde el origen/distancia queranigl frente de la fase movil)

relativamente constante, lo que permite su ideatifon (figura 16).

I em 4

Esteres de colesterol

Triglicéridos
. Direccion del
Acidos grasos libres frente de la fase
movil
Colesterol
| Fosfolipidos
f I f I 1 1 i I
Muestras 1 > 3 4

Figura 16. Representacion de las fracciones li@dique se obtienen en las

distintas bandas de la cromatografia en capa fina.

Una vez localizadas las fracciones lipidicas derést para nuestro estudio (acidos
grasos libres, fosfolipidos, triglicéridos y éstede colesterol) fueron delimitadas (figura
17A) y raspadas (figura 17B).

A)

Figura 17. A) Delimitacion de fracciones lipidicd). Raspado de las mismas.
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3.3.4 Metilacién de los acidos grasos de las fraccionapitlicas.

Una vez obtenidas las fracciones lipidicas delnptasnaterno, fetal y placenta, se
procedid a la metilacién de los acidos grasogi@istalos en las mismas. Para ello, a las
fracciones lipidicas raspadas, se afadi6 1,5 middo clorhidrico metandlico 3M
(Supelco, Bellefonte, PA, USA), se agité vigorosataedurante 1 minuto y se incubd en
estufa a 85° durante 45 minutos. Transcurrido &stepo se tampond la solucién con

buffer: sulfato sédico / hidrogenocarbonatosodicarbonato sédico (2:2:1).

Los ésteres metilicos de los acidos grasos sejaxitnados veces con 1 ml de
hexano. Las fases organicas finales se unieronlig\son a sequedad bajo corriente de
nitrégeno (figura 18A). Posteriormente se resusigead en 50 pl de hexano con BHT
(2g/l) y se introdujeron en microviales (figuraB)8para inyeccion en cromatografia

gaseosa. Las muestras, perfectamente cerradasnsenaron a —36°C hasta el momento

de ser analizadas.

B)

Figura 18. Extraccion de los ésteres metilicos dg &cidos grasos. A) Fases
organicas llevadas a sequedad. B) Resuspensioragienliestras en hexano + BHT e

introduccién en microviales.
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3.3.5 Analisis cromatografico de los ésteres metilicos des acidos grasos.

La cuantificacion de los ésteres metilicos de das grasos se realizé mediante
cromatografia gas-liquido. Se utiliz6 un cromatfmrilewlett-Packard 5890 con una
columna capilar BPX70 (SGE, Weiterstadt, Alemani@)60 metros de longitud por 0,32

mm de didmetro interno.

Las condiciones del analisis fueron las siguientes:

a) Gas portador Helio: con una presion en cabezaldenna de 1.1 bar y un flujo
total a través de la columna de 0.025 bar/min Hadtaar.

b) Programa de temperaturas: se utilizaron vaniadigntes de temperatura para el
andlisis. La temperatura inicial fue de 130°C, e mantuvo durante 0.5 min.
Seguidamente se alcanzaron 150°C a una velocida8@epor min. Se continu6é a
1.5°C/min hasta 180 °C, tras lo que se alcanzd2a@*C/min, manteniéndose durante 23
min. Finalmente se descendio la temperatura, awvwahacidad de 15°C/min hasta la

temperatura inicial (130°C).

La identificacién de los distintos acidos grasogesdiz6 por comparacion de los
tiempos de retencion, con los estandares de la®fgrasos suministrados por Sigma-
Aldricht Chemie (Frankfurt, Alemania).

3.3.6 Analisis de los is6topos.

El enriquecimiento isotopico de los &acidos grasostilados de las distintas
fracciones se analizd por duplicado mediante umatdgrafo de gases Hewlett-Packard
5890, acoplado a un espectrometro de masas d@asttio (Finningan MAT Delta S,
Bremen, Alemania), a través de una interfase doséeyroducia la combustion de las
muestras, se eliminaba el agua producida y seféréans las moléculas de G@esultantes

a la fuente ionizadora del espectrometro de mdisgsg 19).
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Cromatografo de ) Interfase . Espectrometro de
gases : !  masas

LR, <

Figura 19. Esquema de un equipo de cromatografia gdses-combustion-

espectrometro de masas de isotopo ratio.

La separacion de los acidos grasos en el croméogia gases-combustion-
espectrometro de masas de is6topo ratio, se loghamie una columna DB 23 (Fissons,
Mainz, Alemania), de 50 m de longitud y un didmetiterno de 0.32 mm. El programa de
temperaturas comenzo a 100°C, elevandose a 1608€ \elocidad de 4°C/min y después
a 2°C/min hasta una temperatura final de 195°Csgumantuvo 28 min. Al final de la
columna se recogio el efluente que contenia ladoaayrasos separados y se dirigio a un
horno donde se produjo su combustién cataliticas Ta reaccién, el COgenerado se

condujo a la fuente ionizadora del espectrometnmasas.

Los iones producidos en la fuente ionizadora, salimaron mediante una serie de
lentes electrostaticas, que los enfocé a travamd=Eampo magnético uniforme encargado

de separarlos y reunirlos en tres colectores deth)/45 y 46.
Este sistema permite la medida simultanea deslm®pdémeros de masa 44 (idn

principal *2C *°0 *°0), masa 45 t°C %0 *®0, **C '°0 '0) y masa 46*C *'0 Y0, **C
Y0 80, 3 %0 1'0), asi como el célculo de los ratios de los iehE45 y 44/46.
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Para calibrar el equipo, antes y después de lass gle CQ generados por los
acidos grasos, una muestra de,@@ referencia, de conocida composicién isotofsea,

inyecto automaticamente en el espectometro de masas

3.3.7 Expresion de los resultados isotdpicos.

El contenido en 13C de una sustancia se expresa @bmalor 53C relativo al
estandar internacional Pee Dee Belemnite (PDB),eguel CQ obtenido del caparazon
carbonico de un mollusco del cretacBe|mnitella americanade la formacion Pee Dee de

Carolina del Sur (USA) (145). Dicho valor se catcalediante la siguiente formula:

813C (%) = [(**C/*Cmuestra —*C/*°Cestandar) /C/**Cestandar ] * 1000

El valor §3C (%) puede ser transformado en porcentaje atbme™>C

(AP), con la ecuacion:

AP (%) = [ 100 x R(0.00&*2C%o muestra+1)] / [1 + R(0.08BC%. muestra + 1) ]

Donde R es ef*C/*2C de la referencia internacional PDB (R = 0.0113372

El AP calculado de las muestras tras la ingesti@ tdazador puede ser

transformado en porcentaje atbmico en exceso (Al percent excess), con la férmula:

APE (%) = AP muestra - AP muestra basal

Los valores de APE representan el enriquecimiemfd@ en la muestra, respecto al

porcentaje dé’C.

Para obtener la concentracion de los acidos graaosados con 13C en la muestra,
se multiplicaron los valores de enriquecimiento EAPpor la concentracion en que los

distintos acidos grasos se encontraban en cadadindgidica.
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El area bajo la curva (AUC) de las concentraciaie$os acidos grasos marcados
en el plasma materno, se calculd6 mediante la réglpezoidal, y representa el

comportamiento de los mismos, en el total de hdehsxperimento.

La relacion de cada acido graso marcado entreotpjatentario y plasma materno,
como estimacion de su captacion, se calculé commmtaentracion en la placentaQ
nmol/g), respecto al area bajo la curva en el piasmaterno (umol>C/l), usando la

siguiente ecuacion:

Placenta/plasma materno (ratio %) = AG [concentraen placenta (nmol/g) x APE ]/

AG [concentracién en plasma materno (u6IL) x APE]

La relacion de cada acido graso marcado entre taanael feto, como estimacion
de su transferencia, se calculé6 como la concettraiél trazador (umdfC/l) en sangre
de cordon umbilical, respecto al area bajo la cuteda concentracién del trazador en

sangre materna, con la siguiente ecuacion:

Plasma de vena umbilical/plasma materno (ratio %§=concentracién en vena
umbilical (umol**C/l) x APE] / AG [concentracién en plasma matemmo! **C/l) x
APE]

Aunque la dosis dé°C-DHA fue diferente entre dos grupos de sujetoBc(i
recibieron el™*C-DHA enriquecido al 100%, es decir, 0.1mg/kg deADebn todos los
carbonos marcados cdiC y seis recibieron la dosis $%-DHA enriquecido al 10%, es
decir, 0.01mg/kg de DHA con todos los carbonos mdos con'®C), no aplicamos
correcciones. La menor dosis d€-DHA resulta en valores de APE y de concentrad&n
3C-DHA maéas bajos (con un incremento en la varianm&reesujetos para dichos
parametros), pero debido a que los principalesltesks estdn basados en ratios entre

concentraciones, estos no se ven afectados.
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3.4 Tratamiento estadistico de los resultados.

Para comparar las diferencias entre las fraccibpikcas de cada acido graso, en
cada compartimento, se realizaron analisis de vasigANOVA), seguido por tests
posteriori de Bonferroni, con un intervalo de confianza d&%9 De igual forma se
procedié para comparar los ratios entre los cuatidos grasos marcados y para comparar
Su concentracion/porcentaje en los distintos cotimpantos. Para analizar la diferencia
arterio-venosa de concentracion de 8 acidos grasos se utilizé una T de Student para
datos apareados. Para comparar la concentraci@cides grasos en el compartimento
materno y fetal se utilizé una T de Student pamsiindependientes. Para estimar la
influencia de la distribucion de los acidos graswscados en las fracciones lipidicas de
plasma materno, sobre su grado de captacién pta@egttransferencia fetal, se utilizé una
correlacion lineal. Las diferencias fueron sigmificas cuando p<0.05. Los analisis
estadisticos se realizaron con la ayuda del sadtvimfiormatico SPSS 12.0 (Chicago,
USA).
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Resultados

4.1 Caracteristicas de los sujetos del estudio.
De las 11 gestantes que participaron en el estuftis, eran primigestas, seis
secundigestas y tres multiparas; ninguna preseotasdad antes del embarazo. La tabla

5 recoge sus principales caracteristicas antropmast

Tabla 5. Caracteristicas de los sujetos del estudio

Media £ SD
Edad (afos) 33+4
Edad gestacional (semanas) 40+ 2
IMC* en primer trimestre (kg/m?) 254 +4.15
Talla (cm) 160.9 £5.72
Peso el dia previo a la ceséarea (kg) 78.03 £ 8.35

*IMC: indice de masa corporal.

El estudio bioquimico de las gestantes que paatioip en el estudio se resume en
la tabla 6. Ninguna participante presentaba ali@nas del metabolismo lipidico, aunque
como era de esperar, debido a la hipertrigliceriddisiolégica del embarazo, se observan

valores superiores a los valores de referenciatelatorio para no gestantes.
El estudio ecogréafico y Doppler fetal, realizadtas gestantes el dia previo a la
cesarea, resulté dentro de la normalidad en tatosdsos (146;147). La tabla 7 resume los

resultados de dicho estudio ecogréfico, normalizgue edad gestacional.
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Tabla 6. Estudio bioquimico de las gestantes.

Media £ SD Valores de referencia’
Colesterol total (mg/dl) 267.4 £ 48.22 50-230
HDL-colesterol (mg/dl) 82.1+£21.19 > 60
LDL-colesterol (mg/dl) 140.16 £42.1 <130
Triglicéridos (mg/dl) 231.2+94.73 50-200
Albamina (g/dI) 3.7+£0.35 3.5-5.3

*Valores de referencia del Laboratorio para poldlagieneral, no gestante.

Tabla 7. Estudio ecografico y Doppler fetal.

Media £ SEM
Didmetro biparietal (percentil) 39.27 £ 9.51]
Circunferencia cefalica (percentil) 22.33+£4.15
Circunferencia abdominal (percentil) 51.65 +15.24
Longitud femoral (percentil) (mm) 39.08 +£10.3
Peso fetal estimado (g) 3390 + 193.59
IP* arteria umbilical (percentil) 39.67 £ 7.75

*IP: indice de pulsatilidad

Los acidos grasos marcados se administraron arlbarazadas 12 h antes de la
cesarea. Desde la administracion de los acidosgraarcados hasta la cesarea, transcurrio
una media de 12 h y 17 min £ 13 min (SD). El pesdim de la placenta fue 617 *
128.67g (SD). En todos los casos los recién nagdesentaron una puntuacion en el test
de Apgar de 9 al minuto, y de 10 a los cinco misukd estudio del pH de arteria umbilical
resulté en 7.29 + 0.03 y para vena umbilical 7.36.@85 (SD), lo que indica que en el

momento del nacimiento, no hubo pérdida de biendstal. La tabla 8 recoge las

caracteristicas de los recién nacidos, que fuafassanos a término.
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Tabla 8. Caracteristicas de los recién nacidos.

Media £ SD
Peso al nacimiento (Q) 3395 £ 473.64
Longitud (cm) 49.7 +2.94
Circunferencia cefalica (cm) 34.7 £1.23
Circunferencia abdominal (cm) 34.5+2.35

4.2 Composicion de acidos grasos del plasma maternoapenta y plasma de cordon.

4.2.1 Concentracion de acidos grasos en los diferenteshgpartimentos.

La tabla 9 muestra la concentracion de los acidasog estudiados en los lipidos

del plasma materno (mg/l), del plasma de vena ucabimg/l) y de la placenta (mg/kg),

en el momento del nacimiento. Al comparar los carimentos materno y fetal, tal y

como era de esperar, se observd que los acidossgeasestudiar estan en mayor

concentracion en plasma materno que en plasma(fetdh 9). Esto también ocurrié para

el resto de acidos grasos (resultados no mostrados)

Tabla 9. Concentracion de los acidos grasos estafia

Plasma materno

(mg/l)

Plasma de vena

umbilical
(mg/l)

Placenta
(mg/Kg)

Acido palmitico

1091.77 £ 58.01a

297.80 + 16.89b

1865.75 + 69.58

Acido oleico

879.41 +58.89a

155.96 + 12.18b

672.77 £ 27.43

Acido linoleico

1149.82 + 54.42a

105.67 = 7.58b

774.23 +43.31

Acido

docosahexaenoico

102.36 + 9.08a

40.58 + 4.28b

406.78 + 29.68

Los resultados estan expresados comox SEM. Letras distintas significan

diferencias estadisticamente significativas (p<0.8bBtre la concentracidon en plasma

materno y fetal, para cada acido graso.
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Al analizar la concentracion de los acidos grasssudeados, por fracciones
lipidicas, tanto en plasma materno como cordérgbservd igualmente que en todas las
fracciones del plasma materno, los acidos gras@s & mayor concentracion que en

plasma fetal (tabla 10).

Asi mismo, en placenta, cabe destacar que, todoadiolos grasos estudiados se

encuentran principalmente esterificados en la fdacde los fosfolipidos, donde suponen

el 80-90% respecto al resto de fracciones (tabja 10

Tabla 10. Concentracion de los acidos grasos eririzcciones lipidicas.

Plasma materno Plasma de vena Placenta
(mgfl) umbilical (mg/KQg)
(mg/l)

Acido palmitico
PL 523.18 £ 21.17a 172.12 £ 6.89b 1639.44* + 67.72
TG 392 + 32.06a 54.35 +9.14b 52.17 + 4.67
NEFA 53.34 £ 5.13a 21.06 + 3.63b 142.67 £ 22.86
EC 123.26 + 8.58a 50.27 + 3.89b 31.47 £ 2.49
Acido oleico
PL 150.32 + 10.46a 41.79 + 2.36b 548.43* £ 25.41
TG 483.84 + 41.05a 47.49 + 9.6b 37.45 £ 3.42
NEFA 62.43 £7.19a 5.47 +£1.5b 53.45 £ 11.52
EC 183.18 £ 15.12a 61.2 +4.12b 33.43+3.23
Acido linoleico
PL 332.59 +16.97a 40.86 + 2.55b 622.08* + 40.89
TG 259.83 + 20.16a 21.18 + 3.63b 25.3+2.27
NEFA 31.5+3.23a 3.65 + 0.96b 555+11.44
EC 525.9 + 35.54a 39.97 £+ 2.83b 71.35+9.21
Acido docosahexaenoico
PL 83.53 £ 7.04a 31.94 + 3.05b 361.19* + 24.32
TG 93+1l7a 5.56 + 1.04b 15.09+£3.1
NEFA 1.53+0.28a 0.36 £ 0.04b 26.43 £ 6.98
EC 8+0.7a 2.75+0.34b 4.06 £ 0.51

Los resultados estan expresados comox SEM.
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diferencias estadisticamente significativas (p<Qebire las fracciones lipidicas de plasma
materno y fetal, para cada &cido graso. (*) Sigaifidiferencias estadisticamente

significativas (p<0.05) entre las fracciones lipadi de la placenta, para cada acido graso.

4.2.2 Porcentaje de acidos grasos en los diferentes comgaentos.

Para comparar entre si los distintos acidos grasesnecesario calcular el
porcentaje en el que se encuentra cada acido grsggecto al total de acidos grasos. Estos

valores en tanto por ciento, nos dan el perfilddds grasos de una muestra.

La tabla 11 muestra el perfil de los acidos grasiadiados en plasma materno,
plasma de vena umbilical y placenta, al nacimieatoella observamos que los porcentajes
de &cido palmitico (PA, 16:0) y acido docosahexmen(DHA, 22:6n-3) se encuentran en
mayor cantidad en plasma fetal en comparacion Esm@a materno, lo que no ocurre para
los acidos oleico (OA, 18:1n-9) y linoleico (LA, :28-6). Si consideramos que la
capacidad de sintesis del DHA (22:6n-3) en el &tanuy limitada, este dato sefala una

biomagnificacién en la transferencia de este agidso a través de la placenta.
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Tabla 11. Perfil de acidos grasos (%), en plasmatemmo, plasma de vena

umbilical y placenta, al nacimiento.

Acido graso Plasma materno Plasma vena umbilical Placenta

C14:.0 0.85a * 0.11 0.74a *= 0.04 0.43b * 0.03
Cl4:1t 0.00 = 0.00 0.02 * 0.01 0.00 * 0.00
Cl4:1 0.03 * 0.01 0.03 * 0.01 0.01 £ 0.00
C15:1 001 = 0.01 0.02 * 0.01 0.01 * 0.01
C16:0 2593b * 0.37 28.34a * 0.48 25.01b * 0.28
Cl6:1t 0.05b * 0.01 0.04b £ 0.02 0.2la *= 0.05
C16:1n-7 1.63b * 0.12 276a * 0.22 0.42c * 0.03
C17:.0 0.27c¢ * 0.01 0.32b % 0.02 0.38a * 0.01
Cl7:1 0.00 *= 0.00 0.02 * 0.01 0.03 * 0.01
C18:0 6.36b * 0.26 13.81a * 0.76 1290a * 0.31
Ci8:1t 0.15a = 0.02 0.07b * 0.01 0.12a *= 0.01
C18:1n-9 20.84a * 0.81 14.76b * 0.57 9.02c * 0.20
C18:1n-7 1.63b * 0.06 253a * 0.08 150b * 0.05
C18:2 it 0.03b * 0.01 0.05ab * 0.01 0.06a = 0.01
C18:2n-6 276la *= 121 10.06b = 0.47 10.37b = 0.44
C18:3n-6 0.19a * 0.02 0.26a * 0.03 0.10b * 0.00
C18:3n-3 0.28a * 0.03 0.04b £ 0.01 0.04b * 0.00
C20:0 0.25b * 0.02 0.63a * 0.03 0.31lb * 0.01
C18:4n-3 0.02b * 0.00 0.02ab * 0.00 0.03a * 0.00
C20:1n-9 0.23a *= 0.01 0.06c = 0.01 0.19p * 0.01
C20:2n-6 0.30b * 0.01 0.23c = 0.01 0.48a * 0.03
C20:3n-9 0.08b * 0.01 0.37a *= 0.07 0.11b * 0.01
C20:3n-6 147¢ = 0.08 278b * 0.10 43%9a * 0.17
C20:4n-6 6.03c * 0.38 12.86b * 0.59 20.59a * 0.30
C20:3n-3 0.04 = 0.01 0.06 * 0.02 0.05 £ 0.01
C22:0 0.71lb * 0.14 1.11ab % 0.19 1.34a * 0.04
C22:1t 0.02b * 0.00 0.02b %= 0.00 0.04a = 0.01
C22:1n-9 0.09b * 0.01 0.18a * 0.02 0.10b * 0.00
C20:5n-3 0.32 = 0.09 0.17 £ 0.04 0.14 £ 0.04
C22:2n-6 0.05 * 0.02 0.04 % 0.01 0.06 * 0.00
C22:4n-6 0.21c * 0.01 0.56b * 0.03 154a = 0.06
C24:0 0.41c % 0.02 0.91b * 0.03 1.84a = 0.11
C22:5n-6 0.27¢c * 0.02 0.62b * 0.07 097a = 0.06
C24:1n-9 0.95b * 0.04 137a = 0.07 1.20a =*= 0.06
C22:5n-3 0.26b * 0.03 0.33b * 0.05 0.62a * 0.06
C22:6n-3 242c % 0.15 3.81lb * 0.28 540a * 0.24

Los resultados estdn expresados comma SEM. Letras distintas significan diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05) entre dderentes compartimentos, para cada

acido graso.
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4.3 Acidos grasos marcados en plasma materno.

4.3.1 Concentracion de los*C-acidos grasos marcados en las fracciones lipididel

plasma materno.

Con la administracién de los &cidos grasos marcadnsis6topos estable$’C)

12h antes de la ceséarea, pudimos observar quecibesdgrasos marcados aparecian en
todas las fracciones lipidicas del plasma mateynen una concentracion relativamente
estable a las 12h, (figura 20). Asi pues, estepiiede administracion de los &cidos grasos
marcados parece optimo para evaluar la transfereteciestos compuestos a través de la
placenta. No obstante, debido al diferente turnquertienen las fracciones lipidicas, a las
12 horas NEFA y TG ya empiezan a declinar, mierquas PL y EC se siguen formando
(figura 20).

Por otro lado, con la utilizaciéon de los acidossggmarcados podemos demostrar
como el acidd*C-palmitico y el acidd>C-oleico son trasportados principalmente en los
triglicéridos del plasma materno, mientras que atica**C-linoleico y el 4acido*’C-
docosahexaenoico se transportan principalmentesriokfolipidos del plasma materno
(figura 20).
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Figura 20. Concentracion de los acidos grasos mdosa en las fracciones
lipidicas del plasma materno, a lo largo del tiengmestudio(X + SEM). Letras distintas
significan diferencias estadisticamente significai (p<0.05) entre las diferentes

fracciones lipidicas, respecto al tiempo de estudio
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Ya que 5 sujetos consumieron el DHA marcado endosas de 0.1mg/kg y 6
sujetos en una dosis de 0.01mg/kg, hemos represela@oncentracion para ambos casos
por separado (figura 21). Como era de esperagQmaportamiento de la concentracion de
3c-docosahexaenoico en los sujetos que lo consumema dosis de 0.1 mg/kg o 0.01
mg/kg fue similar (figura 21) y simplemente dis@epen los valores absolutos de

concentracién en los que aparecen en cada pool.

13C-DHA 0.1 mg/kg 13C-DHA 0.01 mg/kg

micromol 13Cl/litro
micromol 13Cl/litro

[ pPL Bl NEFA TG [ EC

Figura 21. Concentracién d€C-docosahexaenoico administrado a
dosis de 0.1 mg/kg y 0.01 mg/kg, en las fraccibpaticas del plasma materno, a lo largo
del tiempo de estudigX + SEM). Letras distintas significan diferenciasadssticamente
significativas (p<0.05) entre las diferentes frapeis lipidicas, en el momento del

nacimiento.
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4.3.2 Area bajo la curva de los 4cidos grasos marcados ehplasma materno.

Para definir el comportamiento global durante Iashbras, de los acidos grasos
marcados en el plasma materno, se calcul6 el ajedacurva (AUC) de los mismos. La
figura 22 muestra el AUC de la concentraciéon del&tiC-palmitico, acida*C-oleico,
acido *C-linoleico y acido**C-docosahexaenoico, en las fracciones lipidicapdaima
materno. Al igual que en las figuras anterioresly como era de esperar, el 4cld6-
palmitico y el acidd*C-oleico se transportan principalmente en trigieh#s, mientras que
el acido®C-linoleico y el &cido*C-docosahexaenoico se transportan principalmente en
fosfolipidos vy triglicéridos del plasma maternoteEdiferente perfil de incorporaciéon de
los diferentes acidos grasos en las fraccionedidgs del plasma materno, podria afectar a

la tasa de captacion de los acidos grasos poateimia y su posterior transferencia fetal.

AUC

120

100 +

pmol**C/I*h
(@]
o

PA OA LA DHA DHA DHA

0.1mg/kg 0.01mg/kg

'mPL BNEFA BTG BEC|

Figura 22. Concentracién d€C-4cidos grasos, en las fracciones lipidicas
del plasma materno, AUC del tiempo de estu(iio.t SEM). Letras distintas significan
diferencias estadisticamente significativas (p<0ebiire las diferentes fracciones lipidicas,

para cada acido graso.
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4.4 Andlisis de los &cidos grasos marcados cdriC en placenta.

Ya que en tejido placentario, los fosfolipidos esgntan el 80-90% de las
fracciones (tabla 10), la concentracién absoluttodes los *C-acidos grasos analizados,

es mayoritaria en los fosfolipidos de la mismauffég23).

Este dato era de esperar ya que la placenta esipaiimente una membrana
bioldgica, entre la circulacibn materna y fetal,ely componente fundamental de las

membranas son fosfolipidos.

pumol**C/kg

PA OA LA DHA DHA DHA

0.1 mg/kg 0.01 mg/kg

|mPL BNEFA BTG BEC|

Figura 23. Concentracién d&C-acidos grasos, en las fracciones lipidicas del
tejido placentario, en el momento del nacimierfto.+ SEM). Letras distintas significan
diferencias estadisticamente significativas (p<Ppebfire las diferentes fracciones lipidicas,

para cada acido graso.
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4.5 Andlisis de los &cidos grasos marcados cdfiC en cordén umbilical.
4.5.1 Acidos grasos marcados en vena umbilical.

Cuando se tiene en cuenta la concentracién de taacido graso en las
fracciones lipidicas del plasma de vena umbilisalpbserva que la concentracién de acido
13c-palmitico y Acido™*C-docosahexaenoico es mayor en fosfolipidos yidégtios; el
acido *C-oleico se encuentra principalmente en trigliagsidy ésteres de colesterol,
mientras que el &acid&C-linoleico se encuentra fundamentalmente enidégtos y

fosfolipidos (figura 24).

0.45 ~
0.4
0.35 ~
0.3
0.25
0.2
0.15
0.1
0.05

pmol **C/I

PA OA LA DHA DHA DHA

0.1 mg/kg 0.01 mg/kg

|mPL BNEFA B TG BEC|

Figura 24. Concentracion dé°C-acidos grasos, en las fracciones lipidicas de
plasma de vena umbilical, en el momento del nacitoi€ X + SEM). Letras distintas
significan diferencias estadisticamente significati (p<0.05) entre las diferentes

fracciones lipidicas, para cada acido graso.
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4.5.2 Acidos grasos marcados en arteria umbilical.

En la figura 25 se observa que la concentraciéacit *C-palmitico y acidd’C-
docosahexaenoico es mayor en fosfolipidos y téglilos de sangre de arteria umbilical; el
acido *C-oleico se encuentra principalmente en trigliagsidy ésteres de colesterol,
mientras que el &cidb’C-linoleico se encuentra fundamentalmente enidégtos y
fosfolipidos. Por tanto, se repite la misma disitibn que en plasma de vena umbilical
(figura 24).

PA OA LA DHA DHA DHA

0.1 mg/kg 0.01 mg/kg

/BPL BNEFA BTG BEC|

Figura 25. Concentracién dé’C-acidos grasos, en las fracciones lipidicas de
plasma de arteria umbilical, en el momento del maento.(X * SEM). Letras distintas
significan diferencias estadisticamente significai (p<0.05) entre las diferentes

fracciones lipidicas, para cada acido graso.
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4.5.3 Diferencias en la Concentracion de lo§C-acido grasos en las fracciones

lipidicas de plasma de vena y arteria umbilical.

Para estimar la captacion de los acidos grasobgdejidos fetales se compararon
las concentraciones de los acidos grasos marcaglogemh y arteria umbilical, en el
momento del nacimiento (figura 26), no observanddgerencias estadisticamente

significativas.

1.2

pmol 2*C/I

13C-PA 13C-OA 13C-LA 13C-DHA  13C-DHA  13C-DHA
0.1mg/kg 0.01mg/kg

‘B ARTERIA B VENA |

Figura 26. Diferencias en la concentracién d€-acidos grasos en plasma de vena

y arteria umbilical.(X = SEM).

Para estimar una posible utilizacion diferentdadetejidos fetales para los acidos
grasos, se compar6é ademas, la diferencia de coacEémt venosa-arterial entre los acidos
grasos marcados cdfiC, en el momento del nacimiento (figura 27), noeoténdose
diferencias estadisticamente significativas. Quedsgmpo entre la administracién de los
compuestos marcados 12h antes de la cesarea sofegente para estimar diferencias en

la captacién de acido grasos por los tejidos smil®os.
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DIFERENCIA VENOSA-ARTERIAL

0.16 -
0.14 -
0.12 -
0.1 -
0.08 -
5 0.06 -
0.04 - |

o.og— ﬂﬁﬁ

13C-PA 13C-OA 13C-LA  13C-DHA 13C-DHA 13C-DHA
0.1mg/kg 0.01mg/kg

mol3C/I

Figura 27. Diferencia en la concentracion tf€-acidos grasos en plasma de vena

y arteria umbilical.(X = SEM).

4.6 Transferencia materno-placentaria de los acidos geos marcados conC.

En la tabla 12 se muestra el AUC de la concentnad@acidos grasos marcados en
los lipidos totales del plasma materno, y en lusldis totales de la placenta en el momento
de la cesarea. La concentracion de DHA es menompgtee el resto de acidos grasos en

plasma materno, porque se dio a menor dosis.

Tabla 12. Concentracion de &cidos grasos marcadodos lipidos totales del

plasma materno y de la placen{x = SEM).

Bc-pa Bc-oa Be-La 13C-DHA

AUC plasma materno
(Lmol*3C/I*h)
Placenta
(kmol*3C/kg)

142.07b £ 11.77| 114.58b +13.94 207.26a + 22|68 3©9#91.96

7.15b +0.59 4.03b £ 0.46 14.01a +1.60 457b 41.4

Letras distintas significan diferencias estadigtieate significativas (p<0.05) entre

los diferentes acidos grasos.
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Sin embargo, cuando se compara el ratio entreraertracion de 105°C-acidos
grasos en tejido placentario en relacion al plasmaerno (AUC), el DHA es
significativamente mas incorporado en la placer¢apecto al resto de acidos grasos
(figura 28). Esto sefiala una captacion placenpaaterencial de este acido graso, respecto
aPA, OAy LA

i ° b
. I

13C-PA 13C-OA 13C-LA 13C-DHA

ratio placenta / plasma materno (AUC)

Figura 28. Ratio entre la concentracion de I&%C-4cidos grasos en tejido
placentario y plasma materno -AUCX + SEM). Letras distintas significan diferencias

estadisticamente significativas (p<0.05) entraliterentes acidos grasos.

En el caso del &cido docosahexaenoico, se puedebirtar los valores obtenidos
de los ratios plasma materno/placenta de los sujeiee recibieron el &cidd’C-
docosahexaenoico a una concentracion de 0.1 mgAqugllos que lo recibieron a una
concentracion de 0.01 mg/kg, ya que son datosivesah dos compartimentos que se

afectan por igual.
Independientemente de que se use el AUC en plasaterma (figura 28) o la

concentracion del trazador en el momento de lareasael DHA es captado

preferentemente por la placenta respecto al resézidos grasos (figura 29).

82



Resultados

1 b b
O |

13C-PA 13C-OA 13C-LA 13C-DHA

ratio placenta / plasma materno

Figura 29. Ratio entre la concentracion de I&%C-4cidos grasos en tejido
placentario y plasma materno, al nacimien{ * SEM). Letras distintas significan

diferencias estadisticamente significativas (p<Qebre los diferentes acidos grasos.

4.7 Transferencia materno-fetal de los 4cidos grasos m@dos con™C.

En la tabla 13 se muestra una vez mas, el AUC d®naentracion total de los
acidos grasos marcados en plasma materno y suntmagién total en vena umbilical. De
nuevo, la baja concentracion de DHA, tanto en pdasmaterno como en fetal, se debe a

gue se administré a menor dosis que el resto desigrasos.

Tabla 13. Concentracion de acidos grasos marcadodos lipidos totales del

plasma materno y de la placen{x = SEM).

Bc-pa Bc-oA Bc-LA 13C-DHA

AUC plasma materno

13 142.07b + 11.77 114.58b + 13.94 207.26a + 22|68 3©191.96
(umol 3C/I*h)

Plasma vena umbilical

1a 0.60a + 0.04 0.40ab + 0.05 0.81a+0.2] 0.13b 2 0.0
(umol =—C/I)

Letras distintas significan diferencias estadigtieate significativas (p<0.05) entre

los diferentes acidos grasos.
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La figura 30 muestra el ratio entre la concentraaié los**C-acidos grasos en
plasma de vena umbilical y plasma materno (AUC)ighlal que en las figuras 28 y 29,
observamos como el ratio del acitf€-docosahexaenoico en plasma de vena de cordén
respecto al plasma materno es significativamentersar en comparacion al resto de-
acidos grasos. Este dato sefiala una transferemmt&xrmo-fetal preferente para este acido
graso (DHA), respecto a PA, OAy LA.

1.8 A
1.6
1.4 -
1.2 4

0.8

0.2 +

ratio plasma cordon/plasma materno (AUC)
=

13C-PA 13C-OA 13C-LA 13C-DHA

Figura 30. Ratio entre la concentracién de I16%C-acidos grasos en plasma
materno (AUC) y plasma de vena umbilicek = SEM). Letras distintas significan

diferencias estadisticamente significativas (p<0ebfire los diferentes acidos grasos.

En el caso del &cido docosahexaenoico, se puedebirtar los valores obtenidos
de los ratios plasma materno/placenta de los sujeiee recibieron el &cidd’C-
docosahexaenoico a una concentracion de 0.1 mgAqugllos que lo recibieron a una
concentracion de 0.01 mg/kg, ya que son datosivesah dos compartimentos que se

afectan por igual.

Como ocurria en el caso del ratio placenta/plasmatemo, si en lugar de utilizar
los valores del AUC para el calculo del ratio pladietal/plasma materno, se emplearan los
datos de concentracion de acidos grasos marcadad sromento de la cesarea, los
resultados serian similares, con transferenciatal greferente del DHA, respecto al resto

de &cidos grasos (figura 31).
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Figura 31. Ratio entre la concentracién de fF€-acidos grasos en plasma de
vena umbilical y plasma materno, al nacimien(t®. + SEM). Letras distintas significan

diferencias estadisticamente significativas (p<Qebre los diferentes acidos grasos.

4.8 Fracciones lipidicas y transferencia materno-placdaria de los acidos grasos

marcados con*>C.

Para estimar la influencia de la distribucién de dgidos grasos marcados en las
fracciones lipidicas de plasma materno, sobre sadogrde captacion placentaria,
correlacionamos el AUC de la concentracion de cdBaacido graso estudiado en las

fracciones lipidicas del plasma materno, con se&atnacion total en placenta.

La concentracion del &cidbC-palmitico y acido**C-oleico en TG del plasma
materno se correlacioné significativamente corolacentracion de dichos 4cidos grasos en
los lipidos totales de la placenta (figuras 32 ¥, 8fatizando el papel de esta fraccion
lipidica en el proceso de captacion placentarialake acidos grasos saturados y

monoinsaturados.
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r=0.836
p=0.001

40

60 80 100 120 140 160 180
13C-PA en TG de plasma materno (AUC) micromol/l*h

Figura 32. Correlacién entre la concentraciéon d&C-PA en TG de plasma

materno (AUC) vy la concentracion total f€-PA en la placenta.

13C-OA en placenta micromol/kg

r=0727
p=0.011

40 60 80 100 120 140 160 180 200
13C-OA en TG de plasma materno (AUC) micromol/I*h

Figura 33. Correlacién entre la concentracion d&C-OA en TG de plasma

materno (AUC) Y la concentracion total f€-OA en la placenta.
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Para el &cido™C-linoleico, su concentracién en PL del plasma mate se
correlaciona significativamente con las concentraes de este acido graso en la placenta

(figura 34).

r=0.793
p =0.004
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13C-LA en PL de plasma materno (AUC) micromol/l*h

Figura 34. Correlacién entre la concentracién &€-LA en PL de plasma materno

(AUC) vy la concentracién total d&C-LA en la placenta.

En el caso del acidBC-docosahexaenoico, la correlacién entre su corazsan,
en las fracciones lipidicas del plasma materno gosicentracion total en placenta, resultd
significativa para todas las fracciones lipidicdgu¢a 35). EI hecho de que las
concentraciones de &cidbC-docosahexaenoico en todas las fracciones ligidisa
correlacionen significativamente con su concentratotal en placenta, refuerza la idea de
gue este acido graso es captado preferentemenia jplacenta respecto a PA, OAy LA,y

lo toma fuertemente desde todas las fraccionedidgs del plasma materno.
Ademas, estos datos enfatizan el papel de los Pkl groceso de captacion

placentaria de acidos grasos poliinsaturados, aitiaoleico (figura 34) y poliinsaturados

de cadena larga, como el DHA (figura 35).
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Figura 35. Correlacién entre la concentracién d&-DHA en las fracciones

lipidicas de plasma materno (AUC) y la concentradidtal de**C-DHA en la placenta.
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La correlacién de la concentracion de [B€-4cidos grasos, en las fracciones
lipidicas del plasma materno, y su concentracidal ten placenta, reveld los mismos
resultados tanto si se utilizaba el AUC de su coimaeion en plasma materno o

simplemente su concentracion en el momento detmewto (datos no mostrados).

4.9 Fracciones lipidicas y transferencia materno-fetatle los 4cidos grasos marcados

con**C.

Para estimar la influencia de la distribucion de &oidos grasos marcados en las
fracciones lipidicas de plasma materno, sobre sadogrde transferencia fetal,
correlacionamos el AUC de la concentracién de cd@aacido graso estudiado, en las
fracciones lipidicas del plasma materno, con sweatnacion total en los lipidos del

plasma de vena umbilical.

Solo la correlacién entre el AUC de la concentragiel acido™*C-linoleico en
fosfolipidos y ésteres de colesterol del plasmamat y su concentracion total en vena
umbilical, resulté significativa (figuras 36 y 37Asi pues, la placenta modula de forma
importante, el paso de los acidos grasos entre ammdmpartimentos, lo que remarca el
papel crucial de este 6rgano en la redistribucitrarysferencia placentaria de acidos grasos

al feto.
Los resultados fueron similares si se correlacianeoncentracion de los acidos

grasos marcados, en el momento de la cesareagandal AUC en el plasma materno

(resultados no mostrados).
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Figura 36. Correlacién entre la concentracién $i€-LA en los PL de plasma

materno (AUC) y la concentracién total t€-LA en plasma de vena umbilical.
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p =0.007
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Figura 37. Correlacién entre la concentraciéon HE-LA en los EC de plasma materno

(AUC) y la concentracion total d&C-LA en plasma de vena umbilical.
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La utilizacion de acidos grasos marcados con [E&tcestables, en embarazadas,
ofrece una posibilidad magnifica para evaluar vivo el proceso de transferencia
placentaria de acidos grasos, en un sistema deacttmentos tan complejo, como el que

ofrece el ser humano.

Se denominan isotopos estables aquellos que dessetegran para formar otros
elementos y, por tanto, no emiten radiacién algUmeelemento quimico es definido por el
namero de protones de su nucleo, pero el niUmeneukeones puede diferir, y esto origina
lo que llamamos is6topo de un elemento. En el dasa@arbono, su forma natural es el
12C, su is6topo estable es'&C, y el radioactivo (prohibido su uso en humanssglé’C.
Los is6topos estables persisten en la naturalexe d¢ales y asi, todos los animales los
toman en los alimentos que ingieren, en el aguabgben y en el aire que respiran; en el
caso delC, este contribuye en un 1.1% al pool natural delazsb Obviamente no hay
evidencia de que su uso en dosis trazas presemtesgo identificable en humanos y asi,
ha sido ampliamente utilizado en nifios sin que &g liletectado ningun efecto adverso
(148;149).

La utilizacion de un equipo de cromatografia deega®mbustion-espectrometro
de masas de isétopo ratio, permite cuantificar enmmaciones muy pequefias de los
is6topos con gran precision y sensibilidad, sin @& no permite diferenciar entre
moléculas que estan ligeramente marcadas, de asjuglé estan totalmente marcadas, por
tanto, el *C-DHA endégeno sintetizado desde ellinolénico y **C-acetyl-CoA
(resultantes de la ruptura d&C-PA, *C-OA, *C-LA o *C-DHA) podrian incrementar los
valores de concentracién d&C-DHA (potencialmente en placenta y en el lado matg

fetal), dando un ratio equivocamente superior stor@le acidos grasos marcados. Sin
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embargo, podemos asumir razonablemente que, ejueximiento de los grupos Acetyl-
CoA es escaso, debido a la dilucién de los produéoruptura de 10SC-acidos grasos en
un pool endégeno enorme, a que la proporcioa-liteolénico convertido en DHA es muy
baja (150) y a que no se ha administratfa-linolénico entre los compuestos ingeridos

por las embarazadas, por lo que el error introduegddespreciable.

Los primeros estudios sobre transferencia pladarda acidos grasos se llevaron a
cabo utilizando placentas perfundidas, y en ellesdescribia que los acidos grasos
linoleico (LA) y palmitico (PA) en forma de NEFAfuzaban la placenta en proporciones
similares (151;152) y que el &cido linoleico eransferido de forma preferente a la
circulacion fetal, respecto al acido araquidénia®A) (153). Estudios posteriores,
utilizando el mismo modelo de perfusion, objetivaue la placenta transfiere
selectivamente, desde la circulacion materna aetal,flos acidos grasos DHA>
linolénico>linoleico>oleico >araquidonico (154).nSembargo, el modelo de perfusién
placentaria ofrece muchas limitaciones para evalproceso de transferencia placentaria
de acidos grasos en humanos, al hacerse fuerandeérge intrauterino, con distintas
condiciones enzimaticas, con diferentes concewinasi de albumina (155) y en el que la

cantidad del compuesto estudiado afecta su tasargderencia (52) .

Larqué et al (54), administraron a cuatro mujgrestantes, cuatro horas antes de
una ceséarea electiva, la misma mezclad>@eécidos grasos y a la misma dosis que en
nuestro experimento. Sin embargo, en dicho estud®,**C-acidos grasos sélo se
detectaron en triglicéridos y NEFA del plasma nradeen un estado de concentracion
relativamente estable, tras cuatro horas desdegksiion de los compuestos marcados,
mientras que los>C-4cidos grasos se detectaron débilmente en foifoi y no se
identificaron en ésteres de colesterol del plasmatemo. Ello podria limitar de forma
importante la transferencia placentaria de est@ofqrasos al feto, ya que no se pudo
evaluar el efecto de los acidos grasos esterificado fracciones lipidicas maternas tan

importantes como los fosfolipidos o ésteres desterel.

Es muy dificil encontrar un momento para realiaaceséarea, en el que todos los

13C-4cidos grasos hayan alcanzado un estado estagilmilgr en todas las fracciones
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lipidicas del plasma materno, ya que cada acideogyaada fraccion lipidica presenta una
cinética diferente de incorporacién y eliminaci@pdricion y desaparicion). Ademas, la
dificultad se agrava también, al necesitar un mampara realizar la cesarea que incluya
el proceso de captacién placentaria 'dé-acidos grasos y su liberacion al cordén
umbilical. Por tanto, ya que el estudio de cuatboab no permitid detectar en sangre
materna los'*C-acidos grasos en fosfolipidos ni ésteres de temtds ni evaluar los

procesos mas lentos del intercambio lipidico, demd extender el tiempo entre la

aplicacion del trazador y la ceséarea a 12 horas.

Con la metodologia empleada en este estudio, emmlento de la cesarea, tras 12
horas desde la ingestién de 138-acidos grasos, observamos su incorporacién ers led
fracciones lipidicas del plasma materno, placentargdn umbilical (figuras 20-25). Este
dato nos permite concluir que, el presente dis&perenental es adecuado para evaluar la
transferencia placentaria de acidos grasos en hasnanvivo. Ademas, con este disefio,
hemos confirmado la captacion placentaria prefemede DHA respecto al resto de acidos
grasos (figuras 28 y 29), y demostrado por primeea, en humanosin vivo, la
transferencia preferencial del DHA a sangre fetegpecto al resto de acidos grasos
(figuras 30 y 31).

Para evaluar la transferencia de los difereh@sacidos grasos, es de gran ayuda
conocer, la cinética de transferencia desde laxitmaes lipidicas del plasma materno,
plasma umbilical y placenta, para lo que es neesamnocer las variaciones en su
concentracion, a lo largo del tiempo. En el comtesdlinico del estudio, durante las 12
horas previas a la cesarea programada, por raétinas y a fin de no alterar demasiado el
suefo de las participantes, no fue posible la tdenauestras a las embarazadas durante
toda la noche, limitAndonos a la extraccion de tagsres horas antes de la intervencion.
Por tanto, el area bajo la curva (AUC) de las f@tes lipidicas de cada acido graso
estudiado, sélo se pudo inferir de los datos obltenen las 3 horas previas a la ceséarea, y
en consecuencia asumimos, en el andlisis de los,dgtie el AUC de la concentracion
total de los acidos grasos marcados, es propotcalnarea calculada con los datos
disponibles. Ademas, cabe mencionar que las mgedtraangre de cordon y de placenta,

sélo pueden ser tomadas en el momento del nacmpiexistiendo, por tanto, limitaciones
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en el analisis de los datos y en su interpretaéétas limitaciones, totalmente justificadas,
excluyen la posibilidad de calcular las tasas desfierencia absolutas y sélo permiten la

comparacion entre los diferentes acidos grasosliashus, en el momento de la ceséarea.

Se considera que la transferencia materno-fetalcaos grasos, depende en parte
de gradientes de concentracion a través de lana¢@56), que mejoran gracias a la
hiperlipemia materna (157). Este estudio confirmnacentraciones superiores de acidos
grasos en plasma materno, respecto a plasmattdild 0), compatible con un gradiente de
concentracion que dirige el flujo de los acidossgsadesde la madre hacia el feto. Los
porcentajes de DHA, superiores en plasma de corepecto al plasma materno (tabla
11), se encuentran en el rango descrito previamportetros autores (47;54;157), y estan
de acuerdo con una transferencia preferencial W®sgrasos poliinsaturados de cadena

larga (LCPUFA) a la circulacion fetal.

Los porcentajes mas elevados de DHA en sangrerdért que en sangre materna
parecen reflejar una transferencia placentarieepratial de este acido graso para alcanzar
los requerimientos fetales (51;158). Sin embarguolédel dato de simples porcentajes no se
puede deducir que sea por una transferencia pnefalele estos compuestos al feto, ya
que el feto puede haber utilizado en mayor propartws otros acidos grasos, afectandose
asi el porcentaje del resto de compuestos. La msi@alel papel de la placenta en la
captacion preferencial de los LCPUFA y su acumalaein los tejidos fetales surgio de las
investigacionesin vitro de las caracteristicas de unién de los acidosogyas los
trofoblastos y células BeWo. Campbell et al (159flizando cuatro acidos grasos
diferentes, linoleico (LA)g-linolénico (ALA), araquidonico (AA) y oleico (OAYescribid
in vitro, que los lugares de union de la membrana placantpresentaban mayor
preferencia por los LCPUFA. Ademas, en estudiossdelementacion con DHA en
embarazadas, los porcentajes de DHA en los lipigbgplasma fetal se correlacionaron
con los niveles de expresion del m-RNA de la pratéfansportadora FATP-4 en el tejido
placentario (80). Estas observaciones concuerdaelcexperimento previo de Larqué et al
(54), utilizando acidos grasos marcados tih cuatro horas antes de la cesarea, y con
nuestro estudio, con un intervalo de 12 horas diestestion de los compuestos, en los

que se observa una proporcion significativamentgomae™*C-DHA en placenta, respecto
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al resto dé>C-4cidos grasos investigados (figuras 28 y 29)olos hemos demostrado en
este trabajo, que la placenta incorpora preferesteeiiC-DHA respecto al resto de acidos
grasos y, que esta transferencia preferente”*eDHA también se observa en sangre
venosa de cordon, 12 horas tras la administraciam@adre de los compuestos marcados
(figuras 30 y 31). Ademas, el ratio entre"&@-DHA placentario y et’C-DHA de plasma
materno, aumenta con el tiempo (0.27 £ 0.04 a lagrds vs 38.81 + 6.53 a las 12 horas).
Este resultado indica que, la acumulacion preferdatDHA en la placenta es un proceso

lento, que se extiende mas alla de cuatro horaanda al menos, 12 horas.

Los acidos grasos del plasma materno liberadolpdipasas placentarias, se unen
a las proteinas transportadoras situadas en la mambmicrovillositaria y son
transportados al interior del sincitiotrofoblad®ar tanto, la proporcion significativamente
mayor de"*C-DHA en placenta, respecto al resto-ife-acidos grasos investigados, esta en
consonancia con una captacion selectiva de estdgsagrasos sugerido para la proteina
transportadora placentaria p-FABPpm por el DHA cd&s por otros autores (76;160). No
obstante, también se podria producir por un mataboldiferencial para este acido graso

en el tejido placentario.

La concentracion especifica de los acidos grasnslas diferentes fracciones
lipidicas del plasma materno, puede tener impatargpercusiones en su transferencia al
feto. En el presente estudio observamos el enriiigto de todos lo$’C-acidos grasos
en triglicéridos y NEFA del plasma materno (figaf, lo que esta en consonancia con el
mecanismo clasico de captacion placentaria de sgdmsos mediado por la lipoproteina
lipasa (LPL). A pesar de que las concentracionasnpiticas de triglicéridos aumentan
considerablemente durante el embarazo (7), loéc&iglos del plasma humano contienen
concentraciones mucho mas bajas de LCPUFA queokdslipidos (161). Asi, nuestros
datos muestran que la concentracion materna del B$imas alta en los fosfolipidos del
plasma materno (83.53 + 7.04 mg/l), que en lodicdgdos del plasma materno (9.3 + 1.7
mg/l) (tabla 10).

La concentracién de 105C-4cidos grasos saturados (representados pord® &ci

13C-palmitico,**C-PA) y monoinsaturados (representados por el &c@mleico,**C-OA)
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fue mayor en los triglicéridos maternos, mientras tps**C-acidos grasos poliinsaturados
(representados por el &ciddC-linoleico, **C-LA) y poliinsaturados de cadena larga
(representados por el &cidd*C-docosahexaenoico,’*C-DHA) se encontraron

fundamentalmente en fosfolipidos vy triglicéridoggffa 20). Ademas, se observd una
mayor tendencia a la incorporacion 4&-DHA en los fosfolipidos del plasma materno
que el**C-LA. En consonancia con nuestros resultados, Bug et al (39) describieron

que, durante el embarazo, el DHA se enriqueciaepmefemente en los fosfolipidos,
reflejando una regulacion hepatica del metabolistados LCPUFA n-3, posiblemente

envuelta en la transferencia preferente del DHa& @ldcenta.

Ya que la informacion disponible sobre la enziipaproteina lipasa (LPL) de la
placenta, no indica que la enzima discrimine elugedistintos acidos grasos, esta via no
explica la captacion placentaria preferente '‘d6tDHA respecto al resto d€C-acidos
grasos. Recientemente, la presencia de otra enzirambro de la familia génica de la TG
lipasa, la endotelial lipasa (EL), ha sido des@iteambas caras de la placenta humanay en
las células del endotelio vascular (65). EL es daatlv, una fosfolipasa A1 con una
capacidad reducida para liberar los acidos grassiurados esterificados en la posicion
sn-2 de los fosfolipidos (162). Los acidos grasatsirados, como hemos descrito en la
introduccion, se encuentran fundamentalmente epofacion sn-1 de los fosfolipidos,
mientras que los acidos grasos poliinsaturados APUSe encuentran tipicamente
esterificados en la posicidn sn-2 (65). Asi puasdcion de EL produciria un NEFA y un
lisofosfolipido enriquecido en LCPUFA. Gauster é€t(E62) propuso que el grado de
insaturacion y la longitud de la cadena del acidas@ de los fosfolipidos, afecta a la
capacidad de la EL para escindir dichos acidosogra&si, la EL es capaz de liberar el
LCPUFA &cido araquiddnico (20:4 n-6, AA), desdefdtidilcolina en las HDg, 4.5 veces
mas lento que cuando dicho fosfolipido contienepsecursor, el acido graso esencial
linoleico (18:2 n-6, LA). La EL muestra gran seieidad por las especies de fosfolipidos

que contengan DHA en la posicién sn-2 y generéogsolipidos ricos en DHA (163).
La actividad EL placentaria podria ser importa@&ue una mujer embarazada con

deficiencia en LPL da a luz a bebés de peso nonmdicando que la placenta puede

transferir acidos grasos en cantidad suficiente germitir el desarrollo de un recién
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nacido de peso normal, incluso en ausencia deigadiLPL (164). Un estudio en ratones
ha demostrado recientemente que la EL puede compknausencia de LPL en el tejido
adiposo y mediar la captacion de NEFA en esteadjl#5). Ademas, se ha descrito una

mayor expresion de EL en ratones con deficienciaRle(63).

Parece que la actividad EL incrementaria los as/elasmaticos maternos de lyso-
fosfolipidos enriquecidos en LCPUFA. Estos lysofidrian ser una fuente adicional de
acidos grasos para la placenta, de forma similagae ocurre en el cerebro. El cerebro es
un tejido muy rico en DHA, en el que la lyso-fogfdtolina (lyso-PC), representa, en
comparacion a los NEFA, una mayor capacidad despate de DHA (66;67). De forma
similar, los lyso-PC suministran de forma masiefite el **C-DHA a los eritrocitos que
los NEFA (68). Ademas, se ha postulado que losoeribs, que captan en su membrana
lyso-PC, podrian tener un papel en el transporteGfUFA a la placenta, al actuar como

particulas capaces de almacenar y liberar LCPUBA)(1

los Lyso-PL también podrian contribuir a la formdacde los fosfolipidos de la
membrana placentaria, como sucede en la mucosstimate(167). Klinger et al (168)
describié que, los fosfolipidos constituyen la pipal fraccién lipidica del tejido
placentario (87.5 £ 4.2%), seguido de NEFA>triglidés>ésteres de colesterol. De forma
similar observamos, en nuestro estudio, una mayocentracién dé°C-acidos grasos en
los fosfolipidos de la placenta, que en el restéaddracciones lipidicas (361.19 + 24.32
mg/kg en fosfolipidos, 26.43 + 6.98 mg/kg en NEEA,09 + 3.1 mg/kg en triglicéridos y
4.06 = 0.51 mg/kg en ésteres de colesterol) (fig3)a

Para estimar la influencia de la distribucion de &oidos grasos marcados en las
fracciones lipidicas de plasma materno, sobre sadogrde captacion placentaria,
correlacionamos el AUC de la concentracién maten@ada*C-acido graso estudiado,
en cada fraccion lipidica, con la concentracioaltde dicho &cido graso marcado, en los
lipidos de la placenta. Asi, la concentracién @@ *C-palmitico y acidd>C-oleico en
triglicéridos del plasma materno se correlaciomghificativamente con su concentracion
total en los lipidos de la placenta (PA: r=0.8360.001 —figura 32-y OA: r=0.727,

p=0.011 —figura 33- ), sugiriendo que estos acgtasos son captados principalmente, tras
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ser liberados por la LPL. Por otra parte, la cotreeion del acida*C-linoleico en los
fosfolipidos del plasma materno, se correlaciogdiicativamente con su concentraciéon
en placenta (r=0.793 y p=0.004 —figura 34- ), sagdo que este acido graso es captado
principalmente, tras la accion de la enzima EL edds fosfolipidos. Por ultimo, en el caso
del acido*®C-docosahexaenoico, la correlacién entre su coraaan, en las fracciones
lipidicas del plasma materno y su concentracidal &t placenta, resulté significativa para
todas las fracciones lipidicas maternas (PL: r=0.¢20.017; NEFA: r=0.922, p=0.001;
TG: r=0.724, p=0.012 y EC: r=0.643, p=0.045 —fig@ka ), sugiriendo que, posiblemente
el DHA alcanza un enriquecimiento placentario pegite, en comparacion con los acidos
grasos esenciales parentales, mediante su captaciEferente por transportadores
placentarios desde el plasma materno (57;77;8®r yu gran liberacion por la LPL desde
los triglicéridos del plasma materno y/o mediange enzima EL, u otros posibles

mecanismos no totalmente aclarados para el tralesp@@acidos grasos.

Para estimar la influencia de la distribucion o &cidos grasos en las fracciones
lipidicas de plasma materno, sobre su grado dsftnamcia fetal, correlacionamos el AUC
de la concentracién materna de cairacido graso estudiado, en cada fraccion lipidica,
con la concentracion total de dicho acido grasocathr en los lipidos del plasma de
cordén umbilical. Sélo la concentracién del acitie-linoleico en los fosfolipidos y ésteres
de colesterol del plasma materno, se correlacigrifisativamente con su concentraciéon
en plasma de cordon (PL:r=0.864, p £D.6figura 36- y EC:r=0.784, p = 0.007
—figura 37- ). Este hecho podria explicarse pgrah procesamiento que sufren los acidos
grasos en el interior de la placenta, que dificldtaorrelacion de sus concentraciones en
sangre materna y fetal, asi como por el escaso mude pacientes de la muestra, que
podria limitar una correlacién estadisticamenteiativa. Szabo et al (169) estimo que
tras 2 horas de incubacién de tejido placentarimano con‘C-palmitato, el 20% se
esterificd en los triglicéridos placentarios. Crabtet al (170) utilizando células BeWo de
coriocarcinoma placentario humano como modelwitro describié que casi el 60% del
(*H)-DHA captado por las células fue esterificaddaantriglicéridos, mientras que el 37%
lo hizo en los fosfolipidos. Por otro lado, los MEEN la placenta constituyen una fraccién
lipidica cuantitativamente muy pequefia, por lo dos NEFA que son liberados

posteriormente a la circulacién fetal podrian oigse de la actividad placentaria A2
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fosfolipasa vy triglicérido hidrolasa (76). La aatidiferente de estas enzimas sobre los

acidos grasos, también podria explicar las diféasrencontradas entre las correlaciones.

Nuestro estudio muestra por primera vez, una mayacentracion d€C-DHA en
plasma fetal respecto a plasma materno (figurag 30), en comparacién con otro¥C-
acidos grasos, en humanas,yvivo. Este resultado sugiere la transferencia matestad-f
preferente del DHA, respecto a otrbC-acidos grasos, asociado a una acumulacion
preferente de°C-DHA en el tejido placentario (figuras 28 y 29)addarty et al (52)
describieron en placentas humanas perfundidas lguepmposicion de la perfusion
modifica de forma importante la transferencia dedoidos grasos; cuando la placenta fue
perfundida con los acidos grasos en la misma pegporencontrada en los triglicéridos
del plasma materno, en el tercer trimestre de gjéstala selectividad de transferencia fue
DHA> oa-linolénico>linoleico>araquiddénico, sin embargo, ando la placenta fue
perfundida con los &cidos grasos en la misma pegjporencontrada en los NEFA del
plasma materno, en el tercer trimestre de gestae@electividad de transferencia cambio
a DHA> araquiddnicoa-linolénico>linoleico. Asi pues, este estudio cedtdopos estables
permite de una forma mas realista la evaluaciétadeansferencia de estos compuestos

durante la gestacion, y queda definitivamente déawds en humanos.

Como hemos mencionado anteriormente, nuestro iestual permite conocer
cuantitativamente el flujo de acidos grasos quaserporan a la circulacion fetal o que
son retirados de la misma, al tener s6lo un dateoteentracion en plasma fetal. Esta
limitacion implica no poder decidir, en base a feos experimentales, si la mayor
concentraciéon del’C-DHA en plasma fetal, respecto al resto'd@-acidos grasos, se
debié a una mayor transferencia placentaria del DHA una tasa de eliminacion del
mismo, en plasma fetal por los tejidos, mas ba@specto al resto de acidos grasos. Sin
embargo si que hemos podido demostrar que la glacenenriquece selectivamente en
DHA, respecto al resto de acidos grasos, en urepmtento de al menos 12 horas, que

podria favorecer su transferencia preferenciattal. f

Hasta donde sabemos, no existe actualmente infaymatisponible sobre la

incorporacion a los tejidos del feto, de los acidossos estudiados, a partir del plasma
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fetal o sobre su tasa de oxidacion. En nuestradiesten el momento de la cesarea, al
comparar la diferencia de concentracién venosaiartde los **C-acidos grasos, no
observamos diferencias estadisticamente signifesientre ellos (figura 27). Por tanto, en
la interpretacion de nuestros datos asumimos queljrhinacion de lo$°C-acidos grasos
del plasma fetal y el potencial flujo de I5C-acidos grasos desde los tejidos fetales al

plasma fetal, fue similar para todos los acidesgs estudiados.

Es ampliamente conocido que el DHA es requeridaantidades considerables
para la sintesis del tejido nervioso y el cerebtalf(118;171), y que el depdsito rapido de
LCPUFA ocurre durante la fase de desarrollo cetad@do, que se inicia en el tercer
trimestre de gestacion y continla durante los dasigpos afios de vida (118;172).
Ademas, los bebes que consumen férmulas carenté€EHBFA, presentan niveles de
DHA en plasma mas bajos, que aquellos que se amexon leche materna, enriquecida
de forma natural en DHA y otros LCPUFA (137;173)r Banto, la acumulacién d&iC-
DHA en el plasma fetal debido a una acumulaciéretabolizacion relativamente baja por

los tejidos fetales no parece plausible (118;171).

Nuestro estudio muestra por primera vez una treersiea de DHA preferente
desde el plasma materno al feto, en humanosyo. La mayor acumulacion de este acido
graso en la placenta podria ser uno de los mecasisue explican la transferencia
preferente dé°C-DHA a la circulacién fetal, respecto al restoag@los grasos estudiados.
Los factores nutricionales durante el desarrolerpz no solo tienen efectos a corto plazo
en la fisiologia, el crecimiento y la composicid@rporal, sino que también se asocian a
efectos a largo plazo sobre la salud del indivigusgl desarrollo de enfermedades en la
edad adulta, fenomeno conocido como programaciotabkca (140;141). Nuestros
resultados apoyan la hipétesis de que la provisienDHA debe ser crucial para el
desarrollo del feto, y resultan de gran valor pamaprender el proceso tan complejo, de
transferencia placentaria de acidos grasos, enfmsn&onocer mejor los mecanismos que
regulan el transporte de acidos grasos, resultdafuental para asegurar una adecuada

nutricibn en la embarazada, esencial para la futwalud del neonato.
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1. La concentracién de los acidos grasos estudiadosagsr en plasma materno que
en plasma fetal, tanto si analizamos su concentraam el total de acidos grasos o
por fracciones lipidicas, lo que es compatible nangradiente de concentracion

que dirige el flujo de los mismos desde el compueatito materno al fetal.

2. Los porcentajes de acido palmitico (PA, 16:0) ydaailocosahexaenoico (DHA,
22:6n-3) se encuentran en mayor cantidad en pldstahen comparacion con
plasma materno, lo que no ocurre para los acidgsm(OA, 18:1n-9) y linoleico
(LA, 18:2n-6). Si consideramos que la capacidadidtesis del DHA (22:6n-3) en
el feto es muy limitada, este dato sefiala una lgoifieacion en la transferencia de

este acido graso a través de la placenta.

3. Los **C-4cidos grasos se distribuyen en el plasma materriiferentes fracciones
lipidicas, lo que podria afectar a su captaciéeepitaria. EFC-palmitico y**C-
oleico se esterifican principalmente en los trigfidos maternos, mientras quiC-
linoleico y, sobre todo,**C-docosahexaenoico en fosfolipidos y triglicéridos

maternos.
4. En placenta, la concentracién de 168-acidos grasos analizados, es mayoritaria en

los fosfolipidos, lo que se explica porque la ptaaess un tejido fundamentalmente

rico en membranas.
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5. La diferencia de concentracion venosa-arterialedons acidos grasos marcados con
3C, en el momento del nacimiento, no muestra diféasn estadisticamente
significativas. Por tanto, el tiempo entre la irigede los acidos grasos marcados y
la cesarea (12 horas), no permite detectar difexeren la captacion de los acidos

grasos por los tejidos fetales.

6. La relacién entre la concentracién de 188-acidos grasos en plasma materno y su
concentracién en el tejido placentario es sigrifieanente superior para &iC-
DHA, respecto al resto d&C-acidos grasos. Este dato sefiala una captacion
placentaria preferencial para este acido grasndsien proceso lento que dura, al

menos, 12 horas.

7. La relacion entre la concentracién de 106-acidos grasos en plasma de vena de
corddn y su concentracion en el plasma matern@egisativamente superior para
el °C-DHA, respecto al resto d&°C-acidos grasos. Este dato sefiala una
transferencia materno-fetal preferente para estid &raso, posiblemente mediado

por la captacion preferencial del DHA por la plaeen

8. La concentracién del acidbC-palmitico y acido™*C-oleico en TG del plasma
materno se correlaciond significativamente condacentracion total de dichos
acidos grasos en los lipidos de la placenta, sedialal papel de esta fraccion
lipidica en el proceso de captacion placentaridodeacidos grasos saturados y

monoinsaturados, posiblemente mediado por la engimproteina lipasa.

9. La concentracién del &cidd’C-linoleico en PL del plasma materno, se
correlaciond significativamente con su concentmadiotal en los lipidos de la
placenta, apuntando el papel de esta fraccionidgien su captacion placentaria,

posiblemente mediado por la enzima endotelial éipas
10.En el caso del &ciddC-docosahexaenoico, la correlacion entre su coramah en

las fracciones lipidicas del plasma materno y sweotracion total en placenta,

resulto significativa para todas las fraccione@dlgas. Este hecho refuerza la idea

106



Conclusiones

de que este acido graso es captado preferentepanta placenta desde todas las
fracciones lipidicas en las que esté esterificadpoya la hipotesis de que pudiera
existir una proteina en la placenta que captaextheh y preferentemente el DHA

respecto al resto de &cidos grasos.

11.Sélo la correlacién entre la concentracion del @&ig-linoleico en fosfolipidos y
ésteres de colesterol del plasma materno, y sueotmacion total en vena
umbilical, resulté significativa. Asi pues, la ptata modula de forma importante,
el paso de los acidos grasos entre ambos compattimydo que remarca el papel
crucial de este 6rgano en la redistribucién y femescia placentaria de acidos

grasos al feto.

CONCLUSION GENERAL

Nuestro estudio demuestra en humanos, in vivogalatacion y transferencia
placentaria preferente del DHA respecto al restaadidos grasos, desde el plasma materno
al fetal. Estos resultados parecen apoyar la irapoi que este acido graso tiene en el
desarrollo fetal. El aporte de DHA durante la g&éta resulta crucial para la correcta
maduracion neurologica y visual, necesaria padtpuisicion de habilidades cognitivas,

imprescindibles a lo largo de la vida.
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1. The concentration of the studied fatty acids wahdi in maternal plasma than in
fetal plasma, expressed both as total fatty aamteatrations and per lipid fraction,

which is compatible with a gradient-driven fattycaftux from mother to fetus.

2. Palmitic acid (PA, 16:0) and docosahexaenoic aDHA, 22:6n-3) percentages
were higher in fetal plasma than in maternal pladmanot in the case of oleic acid
(OA, 18:1n-9) or linoleic acid (LA, 18:2n-6). Sintetal DHA synthesis capacity is
limited, this finding point to a biomagnificatiorrqress in the transfer of DHA

through the placenta.

3. '¥C-Fatty acids were distributed in different fraosoin maternal plasma, which
may influence the placental uptake of the sdrfi@palmitic acid and*C-oleic acid
were sterified, mainly in maternal plasma triglydes, while**C-linoleic acid and
3C-docosahexaenoic acid were mainly transported bgtemal plasma

phospholipids.
4. In placental tissue**C-fatty acids were primarily found in phospholipidghich
may be explained by the higher proportion of meanbs in the structure of this

tissue.

5. The difference in'®C- fatty acid concentration between umbilical artemd

umbilical vein at birth were not statistically sificant. The time between the tracer
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intake and the caesarean section (12 h) may haea besufficient to detect

differences in fatty acid uptake by fetal tissues.

6. The ratio betweer®C-fatty acid concentrations in maternal plasma piadental
tissue was significantly higher in the case™@-DHA than for the othet*C-fatty
acids. This suggest the preferential placentalkeptd DHA over PA, OA and LA,

in a slow process that takes at least 12 hours.

7. The ratio betweert®C-fatty acid concentration in maternal plasma ambilical
vein plasma was significantly higher in the cas€®6fDHA than for the othel’C-
fatty acids, suggesting a preferential materna@H&HA transfer that might be

mediated by a preferential DHA placental uptake.

8. Both **C-palmitic acid and>C-oleic acid concentrations in maternal triglycesd
were significantly correlated with their concenatin placental lipids, underlining
the role of this lipid fraction for the placentalptake of saturated and
monounsaturated fatty acids. This uptake could kbdiated by lipoprotein lipase

activity.

9. 3C-linoleic acid concentration in maternal plasmasgholipids was correlated
with its concentration in placental lipids. Thisuét emphasizes the role of PL in
the placental uptake of linoleic acid, perhaps medi by endothelial lipase

activity.

10.The concentration of-*C-docosahexaenoic acid in placenta was signifigantl
correlated with DHA from all the maternal plasm@idi fractions. This correlation
indicates that this fatty acid is preferentiallkéa up by the placenta from all
maternal plasma lipid fractions. This results supploe hypothesis of a potential
fatty acid binding protein that could selectivelgke this fatty acid from the

maternal circulation.
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11.0nly the C-linoleic acid concentration in maternal plasmasgholipids and
cholesterol esters was correlated witt-linoleic acid in umbilical vein lipids.
Thus, the placenta modulates fatty acid exchandeee®m maternal and fetal
compartments, in a different way for each fattydacinderlining the relevance of

this tissue in fatty acid distribution and trandfethe fetus.

GENERAL CONCLUSION

Our research demonstrates in humensivo, a preferential placental uptake and
transfer of DHA compared with other fatty acidse$a results underline the importance of
this fatty acid for fetal growth. DHA provision dog pregnancy is crucial for the optimum
visual and neurological development of the neonatéch is of major importance for

acquiring cognitive skills that are essential dgtirfe.
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Summary

INTRODUCTION

The potential of the early diet for modulation detnormal trajectory of brain
development is of great interest. Long-chain pobaiarated fatty acids (LC-PUFA),
particularly docosahexaenoic acid (DHA, 22:6 n-3ga 3), are found in high proportions
in structural lipids of the central nervous systevhere they are critically important for an
extensive array of membrane associated functiob®;{15;116). Fetal tissue deposition of
LC-PUFA depends on the quantity and compositiofatify acids (FA) delivered via the
placenta. However, the mechanisms involved in tlaeemtal transfer of FA and the

influence of maternal diet are not fully understood

Placental lipoprotein lipase (LPL) hydrolyses miastrplasma triglycerides (TG)
into non-esterified fatty acids (NEFA) for placdntaptake and transfer (57;76).
Endothelial lipase (EL) has recently been demotedran human placenta at term with
even higher mRNA »@ression than LPL (69). The high phospholipaseviagtiof EL
(162;174) raises the question which quantitativatrdoution different lipid fractions

provide for placental FA uptake and transfer tofétaes.

NEFA hydrolysed from esterified lipids may enteag#nta cells through passive
diffusion or a saturable protein-mediated transfiechanism involving plasma membrane
fatty-acid binding protein (FABPpm/GOT2), fatty ddranslocase (FAT/CD36), fatty acid
transport proteins (FATP), and fatty acid bindingtpins (FABP) (57;76;77). Differences
in the affinity of placental FA carriers towardslividual FA may contribute to their rates
of materno-fetal transfer. While proportions of exggal fatty acids are lower in lipids of

cord than of maternal plasma, LC-PUFA percentageshaher in cord plasma than in

115



Alfonso Gil Sanchez. Tesis Doctoral

maternal plasma lipids (47;51;171) which pointsdoie a preferential placental transfer of
these FA. On the other hand, it is well descrideel tapid accretion of LC-PUFA that

occurs during brain growth spurt (2, 13).

Larquéet al previously reported a preferential uptake“af-DHA by the placenta at
term relative to the studied saturated (palmitiddaA, 16:0), monounsaturated (oleic
acid, OA, 18:1 n-9) and essential (linoleic adid,, 18:2 n-6) fatty acids 4 h after their
oral application, but they could not demonstratereferential appearance bC-DHA in
cord blood during this period (54). Using a proledgampling schedule we now aimed to
detect preferential transfer 5C-DHA from the mother to the fetus, as already ctetin
placental tissue. In this previous study no incompon of tracer into maternal
phospholipids (PL) and cholesterol esters (CE) eiected and thus, any indication for a
role of these maternal plasma lipid fractions ioyiding substrates for placental transfer
was found. For studying the possible contributiérmaternal plasma PL FA as well as
other slow turnover pools to placental transfer,exended the time period between tracer

administration and cesarean section in this study.

The aim of the current study was to optimise a quok for the evaluation of
placental transfer of FA in healthy pregnant worbgmising a longer time interval between
tracer application and elective caesarean sectid2 &. The different distribution of each
labelled FA in maternal circulation, placenta aetf circulation could help to improve the

understanding of the mechanism involved in thegiéal transfer of FA.

MATERIAL AND METHODS

Subjects

Eleven pregnant women undergoing elective caesagection were recruited for
the study in the Service of Gynecology & Obstetriespital Virgen de la Arrixaca
(Murcia, Spain). Recruitment of patients started-@bruary 2006 and was completed in

December 2007. Participants fulfilled the followimglusion criteria: singleton pregnancy
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at term, age 18 to 40 years, non smoking and bodgsnindex at the beginning of
pregnancy lower than 30 kgfmand fetal Doppler scan within the normal refeeerange

on the day before the cesarean section (175). éljests habitually consumed an
omnivorous diet, and none reported any health probl or pregnancy complications.
Subjects consuming DHA supplements during pregnameye excluded. The study
protocol was approved by the local Ethical Comrmitté/ritten informed consent was

obtained from all participating women after caredyplanation of the study.

Twelve hours before delivery, the subjects receiweel oral dose of uniformf7C-
labeled fatty acids (Martek, Bioscience, Columit)) with 0.5 mg/kg body weight of
13C-PA, 0.5 mg/kg of*C-OA, 0.5 mg/kg of °C-LA and 0.1 (99 %°C enrichment) or 0.01
(10 %*°C enrichment) mg/kg offC-DHA. Tracers were supplied as free fatty acidth®
pregnant women on a sugar cube. The women remaimedwise fasted until caesarean

section.

The behaviour of the tracer was the same in théemiat receiving'*C-DHA
enriched at 10% than in those receiving i@ DHA enriched at 99%, thus, we decided to
combine the results of all the patients. The DHA9% '°C enriched gave higher APE
values than those at 10% enrichment, but it did efééct evaluating ratios between
compartments at all; on other hand, for the resaftoncentration of°C-FA in only 1
compartment, the graphs showed absolutely the $snd of incorporation for DHA in
lipid fractions using DHA at 10% that at 99%.

Blood and placenta sampling

Blood samples were collected from the mothers leefi@cer intake (-12 h) and at -
3, -2, -1, 0 and +1 h relative to the time of caesa section. Venous cord blood was
sampled immediately after clamping the cord. Blamils and plasma were separated
within 1 h by centrifugation at 1000 x g for 5 min aliquot of at least 20QL plasma

was frozen subsequently at —80°C for later analysis

The total placenta was weighed immediately aftéveley. Samples of 1x1x1cm of

placental central cotyledons were cut with a shife. Placenta samples were subjected
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to three washings with cold 0.9% NaCl solution ubtood was eliminated as far as
possible and were frozen in liquid nitrogen. Samphere stored at —80°C until later
analysis. Processing of placenta samples was ctedpleithin 10 minutes or less after

delivery.

Analysis of plasma and placenta fatty acids

FA from plasma and placental tissue were extraosdg a modification of the
Folch method (16). The lipid extract was taken tgndss under reduced pressure and the
residue was taken up in 400uL chloroform/methadol)(for application on silica gel
plates (Merck, Darmstadt, Germany). PL, TG, CE daddBFA were isolated by
development of the plates in n-heptane/ diisopethgr/glacial acetic acid (60:40:3, by
vol) (144). From the individual fractions FA methgters were synthesised in 3M
methanolic HCI (Supelco, Bellfonte, PA, USA) by tieg to 85°C for 45 min. Methyl
esters were extracted into hexane and stored ianeezontaining butylated hydroxytoluene

as antioxidant at -20°C until gas chromatographadyeis.

Gas chromatography was performed on a Hewlettd?dck890 series Il gas
chromatograph (Hewlett-Packard, Waldbronn, Germaegiipped with a BPX70 column
(SGE, Weiterstadt, Germany) with 60 m length ar82dnm inner diameter (176). The
3C-enrichment of individual fatty acid methyl estensas measured by gas
chromatography-combustion-isotope ratio mass speetry (Hewlett-Packard GC

interfaced to a Finnigan MAT delta S mass specttem8remen, Germany) (176).

Expression of results

From the *C/**C ratio of the samples measured by gas chromatograp
combustion-isotope ratio mass spectrometry, i@ atom percent excess (APE),
representing th&’C-enrichment (the percentage contribution of trad@rto total carbon),
were calculated (142). The concentration of thellald fatty acidsi{mol/L or nmol/g) was
calculated by multiplying the absolute concentraiof the fatty acids by their APE

values.
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The tracer FA transfer from the mother to thedetias estimated as the percentage
of tracer concentratiorptnol **C/L) in venous cord blood relative to the area urtte

tracer concentration curve (AU@mol **C/L) in the maternal plasma at delivery.

The ratio of distribution of*C-tracer between placental tissue and AUC maternal
plasma was calculated as the percentage of thert@mcentration in placenta (nmol
3C/g) relative to the area under the tracer conagatr curve imol **C/L) in the maternal

plasma at delivery.

Statistics

Results are expressedxas SEM. The comparison among ratios of distributieA,
lipid fractions or proportions of different FA wassessed using ANOVA followed by the
post hocBonferroni procedure. ThEC-fatty acid concentration in maternal plasma lipid
fractions (AUC), were correlated with their totaincentration in placenta and cord plasma
using the Pearson correlation. The significancellaas set td < 0.05. All analyses were

performed with the statistical software SPSS, werdi5.0 (SPSS, Chicago, IL).

RESULTS

Table 5 shows the main anthropometric charactesigif the 11 participants. One

of them was primigravida and the rest were mulopar

Table 6 shows the biochemical parameters of thgestsbbefore receiving the
tracer isotopes. None of them had lipid disordérg, as expected due to the maternal
physiological hypertriglyceridemia during late pnegcy, we found higher values for
serum maternal cholesterol and tryglicerides tlamreference ranges for non pregnant
women. The day before the caesarean section, thleafed Doppler scanning were normal
(146;147) for all the subjects (Table 7).
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13C-Fatty acids (FA) were detected in all lipid fiacs (Figure 20), thus
contribution of all plasma lipid fractions to matal-fetal FA transfer could be considered.
In maternal plasm&C-PA and™*C-OA were highest in TG, whil&C-LA and *C-DHA

were mostly incorporated into both plasma PL and(Fi@ure 20).

More than 90% of the fatty acids in placenta wesantl in PL (Table 10).
Accordingly, **C-FA in placental tissue were predominantly estatifinto placental PL,

although significant amounts biC-PA were also found in placental NEFA (Figure 23).

The ratio of the tracer concentrations and AUC ariaentrations, respectively, of
the studied FA between fetal and maternal plasma significantly higher for*C-DHA
than for the other FA (Figure30). Similar resulterev found for the ratio placenta to

maternal plasma (Figure 28).

To estimate how the distribution of labelled fatigids in maternal plasma
influences their uptake by the placenta, we coedlahe'*C-fatty acid concentration in
maternal plasma lipid fractions (AUC), and theitataconcentration in placenta. Botic-
palmitic acid and>C-oleic acid concentrations in maternal triglycesdvere significantly
correlated with their concentration in placentplds (PA: r=0.836, p=0.001, Figure 32 and
OA: r=0.727, p=0.011, Figure 33)C-linoleic acid concentration in maternal plasma
phospholipids was correlated with its concentrationplacental lipids (r=0.793 and
p=0.004, Figure 34). As regard¥-docosahexaenoic acid, its concentration in pkacen
was significantly correlated with DHA from all theaternal plasma lipid fractions (PL:
r=0.697, p=0.017; NEFA: r=0.922, p=0.001; TG: r=l7 p=0.012 and CE: r=0.643,
p=0.045, Figure 35).

To assess how the distribution of the labelledyfaicids in maternal plasma
influenced their transfer to the fetal circulatiome correlate the'*C-fatty acid
concentration (AUC) in maternal plasma lipid fraos, and its total concentration in
umbilical vein plasma. Only théC-linoleic acid concentration in maternal plasma
phospholipids and cholesterol esters was correlattt>C-linoleic acid in umbilical vein
lipids (PL: r=0.864, p=0.001, Figure 36 and EC:.i#83, p=0.007, Figure 37).
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DISCUSSION

This study clearly demonstrates tracer enrichmematernal plasma lipid fractions
at the time of caesarean section, 12 hours aftdrfatty acid tracer application, which
leads us to conclude that this methodological aggrois suitable to assess human
placental FA transfein vivo. Under these conditions, a significantly highesgartion of
13DHA appeared in cord blood as compared to all therofatty acids investigated. This
observation supports the hypotheses of a selebti¥a transfer from the mother to the
fetus, and of a preferential accretion of DHA irttbplacenta and fetus relative to other

FA.

As the clinical setting of a scheduled cesareaticdedoes not allow frequent
maternal blood sampling during the 12 h period asdnly at the time of delivery cord
blood can be sampled, there are limitations to datdysis and interpretation. As during
the first 9 hours after tracer intake no sampladdtbe collected, kinetics of the fatty acid
in the plasma lipid pools can not be determinedAd@ for individual fractions and fatty
acids can only be approximated by the data obtasmednd delivery. Thus, for the data
analysis it is assumed that turnover is not diffeteetween the studied fatty acids and the
total area under the tracer concentration curvgsdportional to the area calculated from
the available data. These assumptions seem welifigds but they preclude the
determination of absolute transfer rates, and opiyparisons between the studied fatty
acids are possible. In respect to tracer appearxantee fetal side only the concentration at
one time point is available, thus no kinetic datea abtained. As a consequence we
focussed data analysis on the tracer distributioth@ time on delivery. As influx and
outflux for fatty acids in the fetal circulationm®t quantitatively known, we can not decide
from the experimental data, whether a higher traoacentration is due to higher placental
transfer or a lower elimination from fetal plasrar interpretation of the data is based on
the assumption, that elimination from fetal plagmaimilar for all the studied fatty acids.
There is currently no information available aboissue incorporation or oxidation of
individual fatty acids from fetal plasma, but DH# riequired in considerable amounts for
the synthesis of fetal brain and nervous tissugs #n accumulation of DHA fetal plasma

due to relatively low deposition or metabolisats@ems not plausible (2, 13).
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Larqueet al previously reported a preferential placental uptak DHA relative to
other FA in pregnant women who received labelléty facids 4h before caesarean section.
While in this study incorporation of tracer into t@@nal plasma and placental PL and CE
was not detected, in the present study the admatimt of labelled fatty acids 12h prior to

caesarean section led to significant tracer inaatmm into all lipid fractions.

Maternal plasma concentrations of FA in specifdiclasses may have large
effects on FA delivery to the fetus. Plasma conegioin of the labelled saturated fatty
acids (SFA, represented BSC-PA) and monounsaturated fatty acids (MUEZG-OA)
were higher in maternal TG, while polyunsaturatadyfacids (PUFAC-LA and *°C-
DHA) were found mainly in PL and TG. There was ewaanend to higher incorporation of
13C-DHA into maternal plasma PL than'3€-LA. Human plasma TG contain much lower
levels of LC-PUFA than PL (161). Even though plasi@ concentrations increase
considerably during pregnancy (21), the concermtnatif LC-PUFA is highest in maternal
PL. The incorporation of dietary PUFA into materpéhsma PL could be important for

their placental uptake and transfer, which may Ive@lacental EL activity.

Maternal plasma NEFA as well as NEFA released by ftBm maternal plasma
TG are often considered as the most important ssuiar placental FA transfer (57;76).
Since the available information on LPL does noidate discrimination between FA, this
pathway does not explain preferential placentabkgptof DHA. However, recently the
presence of another member of the TG lipase gem#lyfaEL, was reported at both
interfaces of human placenta and in vascular emtlaticells (65). EL is primarily a Al-
phospholipase with a restricted ability to reless€ bound unsaturated FA from PL (162).
SFA are predominantly found in the sn-1 position Rif, while PUFA are typically
esterified to sn-2 (65). Therefore, EL activity ma&gult in enhancing levels of maternal
plasma lyso-PL enriched in LC-PUFA. These lyso-BlUld be an additional source of FA
for the placenta. This is supported by reportst iysn-phosphatidylcholine may represent
a preferred physiological carrier of DHA relative NEFA (66;67). Similarly, lyso-
phosphatidylcholine seem to delivVé€-DHA more efficiently to erythrocytes than NEFA
(68).

122



Summary

The preferential enrichment of LC-PUFA over paressential FA in the placenta
(13C-LA) might be achieved via placental FA casi€b7;77;80) and/or the preferential
release of lyso-PL enriched in LC-PUFA by EL. Elosls selectivity for the PL species
containing DHA at the sn-2 position (163). Gausteral. proposed that the degree of
unsaturation and the acyl chain length affect thavage efficiency of FA by EL, since the
LC-PUFA 20:4 n-6 was released by EL 4.5-fold lorem HDL;-PC than the precursor
essential fatty acid LA 18:2 n-6 (162).

Placental EL activity might be important given tlapregnant women with LPL-
deficiency still can allow for transplacental LC-PA (and presumably other fatty acids)
for apparently normal development (164). A studymite actually demonstrated that EL
can compensate for a lack of LPL in adipose tissmemediates some of the NEFA taken
up by the tissue (165). A higher placental EL egpi@n was reported in LPL-deficient
mice (63).

Both **C-palmitic acid and*C-oleic acid concentrations in maternal triglycesd
were significantly correlated with their concentat in placental lipids (PA: r=0.836,
p=0.001, Figure 32 and OA: r=0.727, p=0.011, FegBB), suggesting a role for this lipid
fraction in the placental uptake of saturated amsh@ansaturated fatty acids. This uptake
could be mediated by lipoprotein lipase activifiC-linoleic acid concentration in maternal
plasma phospholipids was correlated with its cotration in placental lipids (r=0.793 and
p=0.004, Figure 34), which suggests that the rbleloin the placental uptake of linoleic
acid might be mediated by endothelial lipase astivhs regards-*C-docosahexaenoic
acid, its concentration in placenta was signifiambrrelated with DHA from all the
maternal plasma lipid fractions (PL: r=0.697, pAd.0NEFA: r=0.922, p=0.001; TG:
r=0.724, p=0.012 and CE: r=0.643, p=0.045, Figsge Fhese correlations indicate that
this fatty acid is preferentially taken up by thegenta from all maternal plasma lipids
fractions and support the hypothesis of a poterfiéitty acid binding protein that could
selectively take this fatty acid from the matertiedulation (57;77;80).

3C-linoleic acid concentration in maternal plasmasgholipids and cholesterol

esters was correlated witfC-linoleic acid in umbilical vein lipids (PL: r=068&, p=0.001,
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Figure 36 and EC: r=0.784, p=0.007, Figure 37).sThhe placenta modulates fatty acid
exchange between maternal and fetal compartmeiffesietitly for each fatty acid, which
underlines the relevance of this tissue in fattigd alistribution and their transfer to the
fetus. Szaboet al (169) estimated that about 20% of isotope labglatinitate was
esterified in placental TG after 2 hours of incutraiof human placental tissue. Crabtree et
al. (170) using human placental choriocarcinomaWBg cells as ann vitro model
reported that almost 60% of the total amountaj){docosahexaenoic acid taken up by the
cells was esterified into TG whereas 37% was faarfdL (170). Since the NEFA fraction
in the placenta is very small, NEFA that are laierreleased on the fetal side may well
originate from A2-phospholipase and TG hydrolasivi#g of human placenta (76). The
synthesis of apo B in human placenta (99) and deatification of small amounts of
lipoproteins very similar to LDL and VLDL in humaterm placentas suggests further
mechanisms of exportation of esterified FA to thimalfside. Both mechanism of FA release
to fetal circulation need time, which has to besidered in planning and interpreting
vivo studies of placental FA transfer. It appears #htahcer experiment with a 12 h interval
between tracer application and birth reflects tla@dfer process more completely than a

shorter interval of only 4 h.

Higher DHA percentages in both placenta and coash ih maternal blood are in
line with a preferential placental transfer to miegdl requirements (51;158). This gradient
of LC-PUFA may reflect a role of the placenta ie threferential transfer of LC-PUFA to
the fetus (57). Evidence on the role of the plaalemptake in preferential accumulation of
LC-PUFA in fetal tissues emerged from researchheffatty acid binding characteristics of
human placental membrane. Campbell et al. (15@)gut different fatty acids, LA, ALA,
AA and OA, reported that placental plasma membramaling sites had a strong
preference for LC-PUFA. Furthermore, DHA percensamecord blood lipids were found
to correlate with m-RNA expression of FATP-4 in géatal tissue (80). In both, our
present study and the previous 4 h interval stugyfind preferential placental accretion of
DHA relative to LA, OA and PA (54), and this rati@s higher at 12h than at 4h.

The current study shows for the first time a higtegio of *C tracer in cord plasma

to tracer in maternal plasma for DHA compared tmamther fatty acids in humains
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vivo, which seems to be linked to higher DHA accumulatioplacental tissue relative to
other FA. A preferential placental DHA—transportthe fetus compared to PA, OA, and
LA, as suggested by our data and the assumptiorte rfa the interpretation, seems
plausible in light of the importance of DHA for &tgrowth and/or development. The
results obtained support the assumption of an warmént of slow transfer processes and a

potential importance of maternal plasma PL for metkfetal LC-PUFA transfer.
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Indice de abreviaturas

AA Acido araquidonico (20:4 n-6)

ACBP Acyl CoA binding proteins

ADRP Adipofilina (adipose/adipocyte differentiationaiedd protein)
A-FABP Adipocyte-fatty acid binding protein (FABP4)

ALA Acido a-linolénico (18:3 n-3)

APE Porcentaje atbmico en exceso (atom percent excess
Apo B Apolipoproteina B

Apo C-II Apolipoproteina C-II

Apo E Apolipoproteina E

ATGL Adipose triglyceride lipase

AUC Area bajo la curva (area under the curve)

B-FABP Brain-fatty acid binding protein (FABP7)

BHT Butil hidroxitolueno

CGI-58 Comparative gene identification 58

DG Diglicérido

DGHA Acido dihomoy-linoleico (20:3 n-6)

DHA Acido docosahexaenoico (22:6 n-3)

EC Esteres de colesterol

EFA Acidos grasos esenciales (essential fatty acids)

EL Endotelial lipasa

EPA Acido eicosapentaenoico (20:5 n-3)

FABP Proteinas de union a acidos grasos (fatty aaidifg proteins)

FABPpm Fatty acid binding proteins plasma membrane
FAT/CD36 Fatty acid translocase

FATP Proteinas transportadoras de acidos grasos éf@ttytransport proteins)
GDM Diabetes gestacional (gestational diabetes tuglli

HDL Lipoproteinas de alta densidad (high densitydipteins)

H-FABP Heart-fatty acid binding protein (FABP3)

HSL Lipasa sensible a hormona (hormone sensitivedipa

IMC indice de masa corporal

IDL Lipoproteinas de densidad intermedia (intermediansity lipoproteins)
IDDM Diabetes mellitus insulino dependiente
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IUGR Crecimiento intrauterino retardado (intrautegmewth restriction)
IP indice de pulsatilidad

K-ABC Kaufman Assessment Battery for Children

K-FABP Keratinocyte-fatty acid binding proteina (FABP5)

LA Acido linoleico (18:2 n-6)

LCAT Lecitin-colesterol aciltransferasa

LCPUFA Acidos grasos poliinsaturados de cadena larga @bain poliunsatured

fatty acids)
LD Vacuolas lipidicas (lipid droplets)
LDL Lipoproteinas de baja densidad (low density liptgins)

L-FABP Liver-fatty acid binding protein (FABP1)

Liso-PL Lisofosfolipidos

LP Lipoproteina

LPL Lipoproteina lipasa

LSDP5 Lipid storage droplet protein 5

MG Monoglicérido

MGL monoglicérido lipasa

MLDP Myocardial lipid droplet protein

MUFA Acidos grasos monoinsaturados (monounsatureddaittis)

MVM Membrana microvillosa

NEFA Acidos grasos no esterificados, acidos grasosdifnon-esterified fatty
acids)

OA Acido oleico (18:1 n-9)

OXPAT Oxidative tissues enriched PAT protein

PA Acido palmitico (16:0)

PC Fosfatidilcolina

PE Fosfatidiletanolamina

p-FABPpm Placental plasma membrane fatty acid-bindinggomot

PL Fosfolipidos

PKA Protein kinasa A

PPAR Peroxisome proliferator activated receptor
PPRE Peroxisome proliferator response element
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PS
PUFA
QM
Rm
RXR
SEM
SD
SNARE
TG
TIP47
VLDL

Fosfatidilserina

Acidos grasos poliinsaturados (poliunsaturety fatids)
Quilomicron

Remanentes de quilomicrén

Retinoid X receptor

Error estandar de la media

Desviacion estandar

Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachtr@otein receptors

Triglicéridos
Tail interactin protein de 47 kDa

Lipoproteinas de muy baja densidad (very low igfipoproteins)
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