Efecto de una dieta rica en colesterol en
ratas prefladas y en sus fetos

Effect of dietary cholesterol in .pregnant rats and their fetuses

MUNILLA, M. A. y HERRERA, E.
Facultad de Ciencias Experimentales y Técnicas. Universidad San Pablo-CEU. Ctra. de
Boadilla del Monte km. 5.3. 28668 Madrid.

RESUMEN
Para estudiar la respuesta a una dieta rica en colesterol durante la gestacion, desde
el dia en que se cruzaron, las ratas fueron alimentadas con una dieta suplementada o
no con 2% de colesterol y 1% de colato sédico, y estudiadas al dia 20 de gestacién. La
dieta rica en colesterol produjo un aumento de los niveles plasméticos de colesterol y
triglicéridos, asi como un acumulo de colesterol y triglicéridos en el higado. La
concentracién hepatica de colesterol y triglicéridos se correiacioné de forma lineal y
respectiva con los niveles de colesterol y triglicéridos en el plasma materno. Dicha
- dieta rica en colesterol también produjo un incremento de la concentracion de colesterol
en placentas, el cual también se correlacioné linealmente con los niveles de colesterol
plasmético, mientras que no nodific6 la concentracién de triglicéridos en este 6rgano. A
pesar de esos cambios en los lipidos circulantes en el lado materno, la dieta rica en
colesterol no modificé los niveles de colesterol ni triglicéridos plasmaticos en los fetos,
v no alteré el nmimero de fetos ni su peso corporal. Estos resultados indican una falta
de transporte de colesterol de la madre al feto a través de la placenta, y permiten
proponer que el feto satisface sus necesidades de colesterol mediante su propia sintesis.
Palabras clave: Gestacidén. Dieta rica en colesterol. Lipidos plasmaticos. Colesterol en
placenta.

ABSTRACT

In order of studying the responsiveness to a cholesterol-rich diet during gestation,
female rats were fed with a diet supplemented or not with 2% cholesterol and 1% sodium
cholate from the day of mating, and were studied at day 20 of pregnancy. The cholesterol-
rich diet enhanced the plasma levels of both cholesterol and triglycerides and liver concentration
of both cholesterol and triglycerides. Liver cholesterol and triglycerides were linearly
correlated to plasma levels of cholesterol and triglycerides, respectivelly. Cholesterol-
rich diet also enhanced cholesterol concentration in the placenta, which was linearly
correlated to maternal plasma cholesterol levels, whereas it did not modify placental
triglyceride concentration. In spite of those changes in maternal plasma lipids, the cholesterol-
rich diet did not modify fetal plasma cholesterol or triglyceride levels, nor affected litter
size and fetal weight. These findings indicate the lack of placental cholesterol transfer,
suggesting that fetal cholesterol needs are fulfilled by own cholesterol synthesis.
Key words: Pregnancy. Cholesterol-rich diet. Plasma lipids. Placental cholesterol.
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INTRODUCCION

La hiperlipidemia materna durante un embarazo normal en la mujer
consiste fundamentalmente en un aumento de triglicéridos plasmaticos, con
menor variacién de colesterol y fosfolipidos (1-3). A su vez, se ha descrito
que los niveles plasméticos de colesterol en mujeres que padecen
hipercolesterolemia familiar heterozigota pueden incluso descender a valores
normales durante la gestacién (4). En la rata, los triglicéridos plasméticos
aumentan mucho en el Gltimo tercio de la gestacién, mientras que el incre-
mento de colesterol es muy pequeiio (5). ”

Aunque los factores que contribuyen a la hipertrigliceridemia materna se
conocen bien, no estd bien establecido el mecanismo por el que los niveles
de colesterol plasmatico cambian de forma mas moderada. Se ha propuesto
que los estrégenos inducen un aumento de la degradacién de LDL a través de
receptores, y esto podria facilitar un mayor aclaramiento de estas lipoproteinas
ricas en colesterol de la circulacién en la rata gestante (2,6).

El colesterol es esencial como componente estructural de las membranas
y para la biosintesis de hormonas esteroideas. Aunque hace unos afios se
consideraba que los requerimientos fetales de colesterol podrian ser satisfe-
chos tanto por su transporte placentario (7) como por su sintesis endégena (8),
y a pesar de que no existen estudios directos, mis recientemente se ha
propuesto que el transporte placentario de colesterol es minimo, y no puede
contribuir a satisfacer las necesidades de este compuesto por el feto (9). Sin
embargo, cuando el metabolismo lipoproteico en la rata gestante se altera
mediante el tratamiento con drogas hipocolesterolemiantes, se ven seriamente
afectados tanto la viabilidad fetal (10) como la sintesis de colesterol fe-
tal (11), lo cual indica que la disponibilidad de colesterol por el feto, e
incluso el propio metabolismo de colesterol fetal, no son ajenos a los cambios
que ocurren en el lado materno.

Una dieta rica en colesterol causa hiperlipidemia en ratas virgenes (12) y
produce un acumulo de colesterol y triglicéridos en el higado, probablemente
como consecuencia del efecto estimulante del colesterol sobre la sintesis de
triglicéridos (13,14). Sin embargo, no se conoce si esta respuesta a una dieta
hipercolesterolemiante en la situacién de gestacion es similar a la de la rata
virgen, ni si el desarrollo de una exagerada hipertrigliceridemia en la madre
afecta de alguna forma el metabolismo del colesterol en el feto o el propio
desarrollo fetal.

Por todo ello, el presente trabajo ha estado dirigido a estudiar la
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respuesta a una dieta rica en colesterol a lo largo de la gestacién en la rata,
y a determinar sus posibles repercusiones en sus fetos.

MATERIALES Y METODOS

Ratas Sprague Dawley de nuestro animalario fueron inicialmente alimen-
tadas con una dieta comercial (B&K Universal, Barcelona, Espaiia), y man-
tenidas bajo condiciones controladas de luz y temperatura (12 h /12 h; 22-
23°C). Cuando los animales pesaban 160-180 g se dividieron aleatoriamente
en dos grupos y se cruzaron con machos de la misma especie. El dia que
aparecian espermatozoides en el frotis vaginal se consideré dia 0 de gesta-
cién, y el primer grupo fue alimentado con una dieta semisintética control
(DC), preparada en el laboratorio (15). El segundo grupo se aliment6 con la
misma dieta, pero suplementada con un 2% de colesterol y un 1% de colato
sodico (DRC). Todos los animales se alimentaron at libitum y tuvieron libre
acceso al agua. Al inicio del experimento (dia 0 de gestacién y de dieta) y al
dia 10 se recogieron muestras de sangre de la punta de la cola en tubos
heparinizados, mientras que al dia 20 las ratas fueron decapitadas recogiendo
la sangre de la cabeza en tubos preenfriados que contenian 1mg/ml de Na,-
EDTA. Se diseccionaron ambos cuernos uterinos pesiandolos con su conteni-
do para obtener el peso del conceptus. Se extrajeron las placentas y los
higados, congelandolos inmediatamente en nitrégeno liquido y manteniéndo-
los a —80° C hasta su analisis. Se pesaron los fetos y se decapitaron, recogien-
do su sangre en tubos heparinizados. Se mezclé toda la sangre de los fetos
procedentes de la misma madre y se procesd paralelamente a la de los
adultos. El plasma se separé por centrifugacién a 1500 x g durante 15
minutos a 4°C. Las concentraciones de triglicéridos y colesterol se determi-
naron por métodos enzimaticos mediante Kits comerciales (Menarini Diagnostics,
Florencia, Italia). Se extrajeron los lipidos de alicuotas del higado y de las
placentas (16), eliminidndose los fosfolipidos en medio de isopropanol y en
presencia de alimina activada. En estos extractos lipidicos, libres de fosfolipidos,
se determinaron las concentraciones de colesterol (Boehringer Manheim,
Alemania) y triglicéridos (Sigma, St. Louis, MO.).

Los datos se expresan como medias + error standard. La comparacién
estadistica entre dos grupos se realiz6 por la “t” de Student, y en las figuras
se expresa por letras (letras diferentes o asteriscos indican que la compara-
cién entre dos grupos es significativa).

RESULTADOS Y DISCUSION

Aunque no se muestran los datos, y comparativamente con la DC, la DRC
Ars Pharmaceutica, 37:4; 933-943, 1996
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no modificé la cantidad de ingesta diaria de los animales ni el peso corporal
de las ratas, asi como ninguno de los pardmetros de desarrollo fetal estudia-
dos tales como el peso de los fetos, del conceptus y de las placentas, o el
nimero de fetos y de reabsorciones. A pesar de esta falta de efecto de la DRC
sobre parametros corporales de madres y fetos, como se muestra en la Figura 1
esta dieta produjo una intensa hipercolesterolemia en las ratas, la cual resul-
taba ya manifiesta al dia 10 de haber sido alimentadas con ella. Al dia 20 de
experimento, las ratas sometidas a DRC presentaban unos niveles plasmaticos
de colesterol que llegaban a ser del orden de 6 veces mas altos que los
observados en las ratas alimentadas con DC. Este intenso efecto hipercoles-
terolemiante de la dieta rica en colesterol aqui utilizada es similar al obser-
vado por otros autores con otros tipos de dietas, también suplementadas con
distintas cantidades de colesterol (12,14,17). A su vez, como también se
muestra en la Figura 1, en las ratas alimentadas con DC, a lo largo de la
gestacion los niveles de colesterol en plasma no solamente no aumentan, sino
que tanto al dia 10 como al dia 20 de gestacidn, los valores obtenidos eran
incluso inferiores a los encontrados en los mismos animales al dia 0. Este
dato no sorprende, ya que a diferencia de la consistente hipertrigliceridemia,
los niveles de colesterol normalmente aumentan relativamente poco en la
gestante, y esto se ha encontrado tanto en la mujer (1-3) como en la rata (5).
Se piensa que gracias al incremento en los niveles de estrogenos, en la
gestante se produce un aumento en los receptores de LDL (18-20). De hecho,

%

) i
% .

Fig. 1.—Porcentaje de colesterol plasmitico respecto al dia O en ratas prefiadas de 20 dias.
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hay estudios directos que demuestran el efecto de los estrégenos incrementando
dichos receptores (21), y ello podria facilitar un mayor aclaramiento de estas
lipoproteinas ricas en colesterol, impidiendo que sus niveles aumenten tanto
como, sin embargo ocurre con los triglicéridos. Esta interpretacion concuerda
con la enorme hipercolesterolemia aqui encontrada en las ratas a DRC, ya que
se conoce que en condiciones experimentales comparables a las nuestras,
pero en ratas no-gestantes, disminuye drasticamente la expresion y la activi-
dad de los receptores LDL (17). Asi pues, nuestros datos permiten proponer
que la intensa hipercolesterolemia desarrollada por la DRC en las ratas
prefiadas produce tal inhibicién de la expresiéon de receptores LDL, que
impide el potencial efecto positivo de los estrégenos sobre ellos. Légicamen-
te, se requieren experimentos mas directos para comprobar esta posibilidad.

En la Figura 2 se presentan los niveles plasmaticos de triglicéridos a lo
largo de la gestacién en ambos grupos experimentales. En las ratas alimen-
tadas con DC, al dia 10 de gestacién no cambia este pardmetro, mientras que
al dia 20 se observa un incremento significativo. Este efecto hipertrigliceridemiante
en la rata durante el dltimo tercio de la gestacion coincide con el observado
por otros autores, incluyendo nuestro propio laboratorio (15,22,23), y es el
resultado de un aumento en la produccién hepatica de triglicéridos y una
disminucién de su aclaramiento. Como también se muestra en la figura 2, las
ratas alimentadas con DRC tiender a presentar unos niveles circulantes de
triglicéridos mds altos que los de las ratas que recibieron DC, aunque las
diferencias no llegan a ser significativas. Esta tendencia a incrementar los
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Fig. 2.—Porcentaje de triglicéridos plasméaticos respecto al dia 0 en ratas preiiadas de 20 dias.

Ars Pharmaceutica, 37:4; 933-943, 1996



938 MUNILLA, M. A. y HERRERA, E.

niveles de triglicéridos en ratas tratadas con DRC no sorprende en base al
conocido efecto del colesterol de la dieta incrementando sintesis hepatica de
triglicéridos (14). Es posible incluso que, el hecho de que la secrecién de
triglicéridos hepaticos ya se encuentra aumentada en las ratas gestantes con-
troles (24,25), impida detectar un mayor efecto sobre este pardmetro en las
que fueron alimentadas con DRC.

Los cambios en los niveles circulantes de triglicéridos y colesterol vienen
acompaiiados de cambios incluso mas pronunciados en su respectiva concen-
tracién en higado. Asi, como se muestra en la figura 3, al dia 20 de preiiez,
las ratas que se habian alimentado con la DRC presentaban concentraciones
de triglicéridos y colesterol en su higado mucho ma4s altas que las alimentadas
con DC. En el caso de los triglicéridos, la diferencia es mas del doble y
altamente significativa. Esto no sorprende, ya que como hemos comentado
arriba, se conoce que la dieta rica en colesterol estimula la sintesis hepatica
de acidos grasos y triglicéridos (14,26). Realmente, este efecto de la DRC
sobre la concentracién hepética de triglicéridos es muy superior al que habia-
mos observado sobre los niveles plasmaticos de triglicéridos, lo que apoya la
idea de que el sistema de secrecion hepéatica de triglicéridos se encuentra ya
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Fig. 3.—Triglicéridos y colesterol en higado de ratas preiiadas de 20 dias.
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en su maxima actividad en la rata gestante. Asi pues, un incremento en la
sintesis hepdtica de estos compuestos no puede ser acompafiado por un
incremento paralelo en su secrecién a la circulacién, probablemente debido a
que ¢l sistema ya estaba acelerado en condiciones basales, como seria el caso
de las ratas prefiadas controles (DC). En el caso del incremento en la concen-
tracién hepatica de colesterol en las ratas alimentadas con DRC el efecto debe
ser consecuencia de la mayor llegada de remanentes de los quilomicrones
derivados de la dieta, ya que es bien conocido que un exceso de colesterol en .
la dieta inhibe su propia sintesis (27-29).

Como se muestra en la figura 4, la concentracion de colesterol y triglicéridos
en la placenta varia de forma muy similar a como lo hacian los niveles de
estos compuestos en sangre, siendo significativamente més alta la de colesterol
en las ratas alimentadas con DRC que en las de DC, mientras que en el caso
de los triglicéridos la diferencia no llega a ser significativa. La sintesis de
colesterol en la placenta es muy baja (30,31), por lo que su concentracién
depende preferentemente del colesterol circulante en el plasma materno. De
acuerdo con esta interpretacién, nosotros hemos observado que cuando se
comparan los datos individuales de los niveles plasmaticos de colesterol en el
plasma materno y la concentracién de colesterol en la placenta, resulta una
correlacion lineal, positiva y significativa (p<0.01). En el caso de los triglicéridos
en la placenta, no se obtuvo una correlaciéon significativa cuando eran com-
parados con los triglicéridos plasmaticos. Esta falta de correlacion no sor-
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Fig. 4. —Colesterol y triglicéridos en placenta de ratas prefiadas de 20 dias.
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prende, dado que en la placenta hay sistemas lipoliticos capaces de hidrolizar
los triglicéridos que ahi llegan, en un sistema que contribuye a la liberacion
de 4cidos grasos en el lado fetal (32). Asi pues, cuando el incremento de
triglicéridos en el plasma materno es moderado, como hemos observado que
ocurre en las ratas alimentadas con DRC, es posible que una parte de los que
son captados por la placenta son sometidos a la hidrélisis, impidiéndose asi
alcanzar ese grado de significatividad entre dichos niveles y la concentracién
de triglicéridos en este 6rgano. .

Como se indicé en la Introduccion, otro de los objetivos del presente
estudio era determinar la potencial influencia de la hipercolesterolemia pro-
ducida por la DRC sobre los fetos. En la figura 5 se resumen los valores de
colesterol y triglicéridos en el plasma fetal, y en ellos se observa que a pesar
del enorme incremento de los niveles de colesterol en el plasma materno y de
la correlacién entre el colesterol materno y su concentracién en la placenta,
la DRC no modifica los niveles de colesterol ni de triglicéridos en el plasma
fetal. En el caso de los niveles de colesterol, estos resultados permiten
concluir que la placenta es impermeable al colesterol. Realmente, como
ocurre con otros lipidos (en particular, dcidos grasos), de existir una transfe-
rencia placentaria de colesterol deberia ocurrir en funcién de gradiente de
concentracion. Comparando los niveles plasmaticos de colesterol en el lado
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Fig. 5.—Colesterol y triglicéridos plasmaticos en fetos de 20 dias.
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materno (figura 1) y en el fetal (figura 5), resulta evidente que el gradiente
madre/feto aumenta enormemente (mas de 10 veces) en las ratas alimentadas
con DRC en relacién con las alimentadas con DC. De existir alguna capaci-
dad de transferencia placentaria de colesterol, este cambio tendria que haber
producido, al menos, alguna modificacion en los niveles plasmaticos de
colesterol en el lado fetal, lo cual no ocurre (figura 5). Ademads, el tratamiento
con DRC ha producido una hipercolesterolemia en las ratas desde la primera
mitad de la gestacion, por lo que no es solamente el resultado de un efecto
agudo sino prolongado durante todo el tiempo de tratamiento. Asi pues,
nuestros resultados permiten concluir que el colesterol materno no atraviesa
la placenta. A su vez, el hecho de que el colesterol es esencial para el
desarrollo fetal, y de que la DRC no afect6 el peso de los fetos, su numero
por camada o el nimero de reabsorciones, indica que la hipercolesterolemia
materna no influye en la disponibilidad de colesterol por parte del feto. Se
conoce que la actividad de la sintesis de colesterol es elevada en la etapa
fetal (30,33), y la ausencia de transferencia placentaria de colesterol apoyan
la conclusién de que dicha sintesis es suficiente para satisfacer las necesida-
des de colesterol del feto.
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