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RESUMEN

La obesidad es la acumulacién anormal o excesiva de grasa. Es considerada una
patologia cronica que presenta una alta tasa de morbilidad, afectando negativamente la salud
del individuo, disminuyendo su calidad y expectativas de vida. Una gestacion con obesidad
incrementa los riesgos obstétricos de la madre, y aumenta la predisposicion del recién nacido
de padecer enfermedades cardiometabdlicas en el futuro. Es asi como la placenta, que juega
un papel fundamental durante el desarrollo del feto, también se ve afectada por la obesidad,
presentando cambios morfologicos importantes, como edema, hipercapilaridad e inmadurez
vellositaria, que modifican la estructura y perjudican su funcionalidad. Lo anterior sugiere
que pudiese existir un cambio a nivel del metabolismo placentario de los &cidos grasos que

se ve reflejado en los transportadores y receptores de estas moléculas.

Actualmente, se realizan grandes esfuerzos para encontrar terapias que puedan
mejorar la condicion fisiologica de la madre, y sobre todo del feto en gestacion. De esta forma
ha surgido el DHA, un &cido graso OMEGA-3 actualmente utilizado como suplemento
nutricional durante el embarazo, ya que facilita un buen desarrollo de la gestacion mediante
un efecto protector sobre la madre y el recién nacido. Ademas, tiene una influencia directa
sobre el desarrollo cerebral y las capacidades cognitivas del feto. A pesar de existir un
creciente conocimiento de los efectos de este acido graso durante la gestacién, no hay
reportes que indiquen si la suplementacion con DHA en mujeres embarazadas con obesidad
pregestacional ejerce sus beneficios mediante cambios morfoldgicos en la placenta, o a través
de la modulacién en los niveles de expresién de la proteina de transportadores o receptores
de acidos grasos esenciales. Tampoco se sabe si un aumento en la dosis de suplementacién
recomendada incrementa la magnitud de los posibles cambios anteriormente descritos. Es asi
como el presente proyecto de tesis busca responder si distintas dosis de suplementacion con
DHA durante el embarazo provocan modificaciones en la morfologia de las vellosidades
coridnicas y/o a nivel de transportadores y receptores de &cidos grasos de placentas

provenientes de madres con obesidad pregestacional.

Palabras clave: Obesidad materna, histologia, placenta, edema, hipercapilaridad, inmadurez
vellositaria, DHA, transportadores de &cidos grasos, FAT/CD36, GPR120.
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ABSTRACT

Obesity is the abnormal or excessive accumulation of fat. It is considered a chronic
pathology that presents a high morbidity rate, negatively affecting the health of the
individual, decreasing their quality of life and life expectancy. An obese gestation increases
the obstetric risks of the mother and increases the predisposition of the newborn to suffer
cardiometabolic diseases in the future. Thus, the placenta, which plays a fundamental role
during the development of the fetus, is also affected by obesity, presenting important
morphological changes, such as edema, hypercapillarity and villous immaturity, which
modify the structure and impair its functionality. This suggests that there may be a change in
the placental metabolism of fatty acids that is reflected in the transporters and receptors of

these molecules.

Currently, great efforts are being made to find therapies that can improve the
physiological condition of the mother, and especially the fetus in gestation. In this way, DHA,
an OMEGA-3 fatty acid currently used as a nutritional supplement during pregnancy, has
emerged, as it facilitates a good development of the gestation through a protective effect on
the mother and the newborn. In addition, it has a direct influence on the brain development
and cognitive abilities of the fetus. Although there is increasing knowledge of the effects of
this fatty acid during gestation, there are no reports indicating whether DHA supplementation
in pregnant women with pregestational obesity exerts its benefits through morphological
changes in the placenta, or through modulation in the protein expression levels of transporters
or receptors of essential fatty acids. It is also not known whether an increase in the
recommended supplementation dose increases the magnitude of the possible changes
described above. Thus, this thesis project seeks to answer whether different doses of DHA
supplementation during pregnancy cause changes in the morphology of the chorionic villi
and/or at the level of transporters and receptors of placental fatty acids from mothers with

pregestational obesity.

Keywords: Maternal obesity, histology, placenta, edema, hypercapillarity, villous
immaturity, DHA, fatty acid transporters, FAT/CD36, GPR120.
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LISTA DE ACRONIMOS

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

IMC: indice de masa corporal

FAO: Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion
ECNT: Enfermedades crdnicas no transmisibles

HTA: Hipertension arterial

AGL: Acidos grasos libres

DMG: Diabetes mellitus gestacional

EG: Semana de gestacion

GCh: Gonadotropina corionica humana

LDL: Lipoproteina de baja densidad

IgG: Inmunoglobulina G

vV V V V V V ¥V V V V V V

MIGHT: Maternal obesity control through healthy nutrition (Control de la obesidad

materna a través de una nutricion saludable)
> DHA: Acido docosahexaenoico
> EPA: Acido eicosapentaenoico

> LC-PUFAS: Long Chain Poly-Unsaturated Fatty Acids (Acidos grasos

poliinsaturados de cadena larga)

> ISSFAL.: International Society for the Study of Fatty Acids and Lipids (Sociedad

internacional para el estudio de &cidos grasos y lipidos)

FABPpm: Proteina de unidn de acidos grasos de membrana plasmatica
FAT/CD36: Fatty acid translocase (Translocasa de acidos grasos)
CD36: Cluster of differentiation 36 (Grupo de diferenciacion 36)
FATP: Proteina de transporte de acidos grasos

FABP: Proteina de unién de &cidos grasos

AA: Acido araquidénico

a-LA: Acido alfa linolénico

FFARA4: Free Fatty Acid Receptor 4 (Receptor de &cidos grasos libres 4)

V V .V V V ¥V V V VY

GPR120: G-protein coupled receptor 120 (Receptor acoplado a proteina G 120)
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> TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa

> IL-6: Interleucina 6
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CAPITULO 1: INTRODUCCION
1.1 Obesidad

1.1.1 Definicion y prevalencia

Segtin describe la Organizacion mundial de la salud (OMS), “La obesidad y el
sobrepeso se definen como una acumulacién anormal o excesiva de grasa que puede ser
perjudicial para la salud”, lo cual va a determinar riesgos de salud que limitan las expectativas
y calidad de vida (1). La obesidad puede llegar a reducir la esperanza de vida hasta en diez
afios, y representa una elevada carga econémica para el individuo y la sociedad (2),
convirtiéndose en un problema de salud publica (3).

La definicion técnica de obesidad propuesta por la OMS esta basada en el indice de
Masa Corporal (IMC), el cual corresponde a la razén entre el peso expresado en kilos y el
cuadrado de la talla expresada en metros, estableciendo rangos para cada estado fisioldgico
(1) (Tabla 1).

Tabla 1: Clasificacion de la obesidad segln la OMS.

Clasificacion IMC (kg/m?)
Normopeso 18.5-24.9
Exceso de peso >25
Sobrepeso 0 Preobeso 25-29.9
Obesidad grado | 0 moderada 30-34.9
Obesidad grado Il o severa 35-39.9
Obesidad grado 111 o mérbida > 40

La causa fundamental del sobrepeso y la obesidad es un desequilibrio energético entre
calorias consumidas y calorias gastadas (1), y existe una fuerte vinculacion entre el aumento
del consumo de productos ultraprocesados y el aumento de peso corporal (3). La evidencia
sugiere que la obesidad se relaciona directamente con cambios en el estilo de vida como la

inactividad fisica, insuficientes horas de suefio, excesivo consumo de alcohol y el habito de
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fumar, aunque la implicancia de estos dos ultimos adn no esta muy clara (4). Ademas de la
edad y el sexo, la genética, los factores fisiologicos, ambientales y socioecondmicos también
han sido asociados con obesidad (4).

La mortalidad debido a diabetes y problemas cardiovasculares aumenta en forma mas
notoria a partir de un IMC mayor a 25 (5). De mantenerse la tendencia, para el afio 2030 mas

de 40% de la poblacion del planeta tendra sobrepeso y mas de la quinta parte sera obesa (3).

Hasta el afio 2017, a nivel mundial, mas de 1.900 millones de adultos mayores de 18
afios presentan sobrepeso, de los cuales, mas de 600 millones son obesos. Esto implica una

prevalencia de 39% de sobrepeso y 13% de obesidad en este grupo etareo (3).

Segun la Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion (FAO), en el afio
2016, en el continente americano el 58% de los habitantes tiene sobrepeso y obesidad, siendo

Chile uno de los paises que presenta las tasas mas elevadas (6).

Segun evidencia la Encuesta Nacional de Salud informada el 2009-2010 (2) y el 2016-
2017 (7), en Chile, en un rango de 7 afios, la prevalencia de la obesidad en la poblacion adulta
aumentd de un 22% a un 32.1%, siendo las mujeres quienes presentaron una mayor
prevalencia, 27,4% (2009-2010) y 33,7% (2016-2017) (Figura 1). Estos datos situan a
nuestro pais en la primera posicion del ranking de obesidad en Latinoamérica (2). Es
importante mencionar que, en nuestro pais, una de cada cuatro mujeres es obesa al momento

de embarazarse (8-10).

13 | 123



100% et — — i ki

0% 18%

28,6% 27,4%
80% ’
70%

B0% 45,5%

. 39,3% 33.4%
" 43,3%

39,8% 36.4%

40%

30%

20% 34.0% 34,3% 33,6%
245% 25,0% 24 0%
10%
0% 1.7% 1,3% 1.0% 1,4% 2,4% 1,1%
2008-10 2016-17 2005-10 2016-17 2008-10 2016-17
Total pais Hombre Mujer
Enflaquecido Normal Sobrepeso Obesidad W Morbida

Figura 1: Prevalencia de sobrepeso y obesidad en Chile obtenido de la Encuesta nacional
de salud 2016-2017 (7).

1.1.2 Enfermedades asociadas a obesidad

La preocupacion por la obesidad radica no solo por sus efectos directos sobre la salud
y calidad de vida de las personas (2), sino que también se considera un importante factor de
riesgo para enfermedades cronicas no transmisibles (ECNT), tales como enfermedades
cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2, trastornos del aparato locomotor y algunos

canceres (endometrio, mamay colon) (1).

Como se menciond anteriormente, la obesidad esta relacionada a hipertension arterial
(HTA), asi como también a otros problemas cardiovasculares como isquemia e insuficiencia
cardiaca (5). Tanto en adultos como en nifios, la HTA ha aumentado en forma paralela al
aumento de la obesidad (11). Adicionalmente, la obesidad de asocia a la Insuficiencia
Cardiaca Congestiva, provocada por disminucion de la capacidad contréctil (12); ya que el
trabajo al que es sometido el miocardio es mayor en un sujeto obeso debido la excesiva masa
de tejido adiposo que requiere un aumento en la vascularizacion, por lo que se necesita un

mayor volumen sanguineo circulante (5).
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La obesidad favorece la formacion de coagulos en los vasos sanguineos (trombosis)
y un bajo grado de inflamacion cronica que acelera la aterosclerosis, es decir, el depdsito de
placas de ateromas en los vasos, lo que dificulta el flujo de sangre a los tejidos (12). Cuando
este proceso ocurre en las arterias coronarias que irrigan al corazon se produce la cardiopatia
isquémica, un estado en que disminuye el riego de sangre al propio corazon y produce la
necrosis 0 muerte de las células cardiacas por falta de oxigeno y nutrientes, cuyos eventos
mas graves son la muerte subita y el infarto del miocardio agudo, ademés de la angina de
pecho (12).

En el caso de la diabetes mellitus tipo 2, ésta se asocia estrechamente con obesidad
en ambos sexos Yy en todos los grupos étnicos, mas del 80% de los casos de diabetes tipo 2 se
pueden atribuir a la obesidad (13); existiendo una relacion directa entre el riesgo de padecer
diabetes y el IMC (5). En la medida en que el peso corporal aumenta, disminuye la
sensibilidad a la insulina y la respuesta es un incremento en la secrecion de insulina por un
aumento en la masa de células beta del pancreas (12), que no pueden satisfacer las demandas

impuestas por este incremento de la insulinorresistencia (13).

Otra patologia frecuente son las dislipidemias, en las que hay una mayor prevalencia
de hipercolesterolemia a medida que se incrementa el IMC, especialmente en mujeres (13);
lo que ocurriria por una excesiva liberacion de triglicéridos y acidos grasos libres (AGL) que

contribuyen a la dislipidemia (12).

El tejido adiposo es un activo érgano endocrino y metabdlico que influye sobre la
fisiologia de otros érganos (12). La insulina como factor estimulante en la mitosis celular se
ha considerado como la causa del mayor riesgo de cancer en personas con obesidad. Sin
embargo, factores nutricionales, medicamentos o el mismo ambiente hormonal podrian
contribuir a la patogenia de la obesidad (5). En el caso de los varones aumenta la incidencia
de carcinoma de colon, recto y prostata y en la mujer obesa el riesgo de carcinoma
endometrial, mama, ovario, cérvix, vesicula y vias biliares esta incrementado (13). En las
mujeres postmenopausicas la grasa es la principal fuente de estrégenos, el factor de riesgo
modificable mas importante para cancer de mama (13) y ademas, la frecuencia de cancer
endometrial es casi el doble en mujeres obesas (IMC entre 25 y 29) comparada con mujeres

normopeso, con edades entre los 60 y 69 afios (5).
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La mujer resulta particularmente vulnerable, debido a que el riesgo de sufrir
sobrepeso u obesidad a lo largo de su vida estd favorecido por razones de tipo
hormonal/genético, por aumento progresivo de peso tanto en los embarazos como en la
menopausia (14). Existen diferencias que explican la mayor prevalencia de obesidad en
mujeres que en hombres, dentro de ellas encontramos que las mujeres tienen un mayor
porcentaje de grasa corporal que los hombres y hay indicadores de que la oxidacion basal de
grasa es menor en ellas, lo que favorece la mayor acumulacion de grasa (14). Ademas, la
serotonina que modula la cantidad de ingesta de alimentos y a la conducta alimentaria,
disminuye a medida que aumenta el IMC, siendo notorio en mujeres con IMC mayor a 30
(14). Por otra parte, las mujeres que toman anticonceptivos orales triciclicos tienen una mayor
ingesta de grasas durante todo el ciclo menstrual (15). Los cambios de las concentraciones
de estrdgenos y progesterona que se producen a lo largo del ciclo parecen afectar a la ingesta
energética, a la preferencia por comidas ricas en grasas o en carbohidratos y al gasto

energético (15).

En la mujer obesa la fisiologia reproductiva se encuentra alterada en diferentes
formas, el tejido adiposo es un érgano endocrino, el mas grande del organismo, almacena y
libera esteroides ahi preformados, por lo que la obesidad no sélo las predispone a enfrentar
una mayor prevalencia de enfermedades cronicas, también incrementa el riesgo de
infertilidad, el desarrollo de complicaciones en el embarazo y de alteraciones en el desarrollo
fetal (16). Debido a todo lo anterior, existe una asociacién entre el IMC e infertilidad
demostrada en estudios epidemioldgicos, con un riesgo relativo de infertilidad por
anovulacién cuando se tiene un IMC superior o igual a 32 kg/m2 a los 18 afios (13). Ademas,
la frecuencia de oligomenorrea 0 amenorrea esta en relacion directa con el peso corporal y la
presencia de diabetes mellitus tipo 2 (5). El sindrome del ovario poliquistico y la obesidad
también se asocian frecuentemente (13) siendo el trastorno endocrino mas frecuente en

mujeres en edad reproductiva (12).

Se ha visto que mas del 50% de las embarazadas chilenas presenta algun grado de
sobrepeso u obesidad, lo que ha generado gran preocupacion (4), ya que en mujeres

embarazadas la obesidad se asocia a un incremento en la frecuencia de hipertension, diabetes
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gestacional, embarazo multiple, anemia y muerte fetal. Ademas, las mayores dificultades en

el manejo del parto llevan a mayores tasas de induccion y cesareas (13).

1.1.3 Consecuencias de la obesidad en el embarazo

El embarazo es un estado de modificaciones fisioldgicas causadas por la gestacion, la

lactancia, y un intenso crecimiento y desarrollo fetal (17).

Algunos factores de riesgo que favorecen una ganancia excesiva de peso durante el
embarazo son la nuliparidad, IMC elevado antes del embarazo, bajo nivel socioeconémico,
embarazo precoz, ingesta de energia total, el consumo de lacteos y las comidas fritas (14).
Otros factores implicados en la obesidad materna son el consumo bajo de calcio previo y
durante el embarazo, estrés cronico y edades maternas extremas (18).

La ganancia excesiva de peso durante el embarazo constituye un importante factor de
prediccion de obesidad materna, desarrollo de obesidad en la vida futura y de complicaciones
obstétricas. Mas del 40% de las mujeres que inician un embarazo tienen sobrepeso o son
obesas y complica el 28% de los embarazos (14). La obesidad aumenta el riesgo de
complicaciones obstétricas en la etapa prenatal, durante el parto y en el puerperio; ademas,

contribuye a que existan dificultades técnicas durante la evaluacion intrauterina del feto (17).

Las mujeres embarazadas con obesidad tienen mayor riesgo de complicaciones
materno—fetales, principalmente un incremento de problemas perinatales, como el aumento
de riesgo de parto pretérmino, aumento de riesgo de distocia de hombros, traumas al nacer,
hemorragias posparto, entre otros (14). Un ejemplo claro, es el incremento en la tasa de
abortos espontaneos conforme aumenta el indice de masa corporal, acercandose a 40%
cuando dicho indice es mayor a 30 (16). También, en mujeres con obesidad, se ha visto un
mayor riesgo de que sean sometidas a induccion del parto y a intervenciones obstétricas en
el parto, especialmente la realizacion de cesareas (17). También son comunes las
complicaciones infecciosas en las pacientes obesas, como: infeccion de herida quirurgica,

endometritis e infeccion de vias urinarias (19). Un aumento significativo de infeccion de la
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herida quirtrgica en la post-cesarea se observa en mujeres con sobrepeso, y el riesgo se
concentra entre las pacientes obesas clase I11 (con un IMC>40 kg/m2). Otros estudios revelan
datos sobre prevalencia aumentada de infeccion de vias urinarias, vaginitis e infecciones por

Streptococcus en pacientes obesas (18).

No solo el riesgo de sufrir problemas perinatales se encuentra incrementado, sino que
también un aumento de adquirir enfermedades metabdlicas. La diabetes gestacional definida
como intolerancia a la glucosa cuando es identificada por primera vez en el embarazo (17),
es mas frecuente en las gestantes con sobrepeso y obesidad pregestacional que en las de peso
adecuado (20). La gestacién como tal se puede considerar diabetogénica, por lo tanto, el
sobrepeso y la obesidad durante este periodo produce aumento de la resistencia a la insulina,
llegando a incrementarse 2,6 veces mas en mujeres obesas respecto de mujeres con IMC
adecuado. En mujeres con obesidad de clase 111 (IMC mayor a 40 kg/m2) el riesgo aumenta
4 veces (21). Esta DMG se asocia a consecuencias adversas en las mujeres y sus hijos, en el
corto y largo plazo (17).

La obesidad materna posee una fuerte asociacion con la hipertension gestacional,
viéndose que un incremento del IMC por sobre 25 kg/m2 aumenta la prevalencia de
hipertensién en mujeres en edad reproductiva (18). Adicionalmente, en las gestantes con
obesidad hay un incremento entre un 10% y un 15% en el riesgo de desarrollar preeclampsia
(14). Otra consecuencia importante de la obesidad es la dislipidemia, ya que conforme el
embarazo avanza hay un marcado incremento en las concentraciones de lipidos, y este

aumento es mayor cuando los embarazos cursan con obesidad (19).

Agregando a las complicaciones, las gestantes pueden presentar asociacion con
hemorragia postparto y falta de lactancia materna, asi como mayor incidencia de depresion
postparto (19).
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1.1.4 Efectos de la obesidad en el feto y recién nacido

La obesidad materna y la excesiva ganancia de peso gestacional han sido reconocidas
como factores de riesgo independientes para complicaciones fetales durante el embarazo y el
parto (22). Esto abarca el sindrome de distress respiratorio, malformaciones genéticas,
aumento de riesgo de muerte fetal (18) y distocia de hombros (17). Ademas, se ha asociado
con nacer pretérmino (< 37 EG) (4), grande para la edad gestacional (peso >percentil 90)
(23), o con macrosomia (23) (peso > 4.000 gr al nacer) (20). Estas complicaciones aumentan

conforme la ganancia del peso (17).

En el feto es conocido que la macrosomia y las malformaciones congénitas son la
principal causa de morbimortalidad debida a la obesidad, afectan principalmente los sistemas
cardiovasculares, sistema nervioso central, genitourinario y esquelético y tienen mayor
predisposicion a riesgos metabolicos como la hipoglicemia, hiperbilirrubinemia,
hipocalcemia, hipomagnesemia, sindrome de dificultad respiratoria, muerte neonatal y
prematurez (18) al menos 1,5 veces mas frecuente en gestantes obesas (21). La obesidad
materna es determinante en la salud de la descendencia durante la infancia y posterior vida
adulta, incluyendo un peor rendimiento cognitivo y mayor riesgo de trastornos del desarrollo
neuroldgico en el nifio, incluyendo la paralisis cerebral (17). Ademas, se asocia con un mayor
riesgo de nacer grande para la edad gestacional y un incremento de tejido adiposo durante la
vida fetal (24).

Un estudio comprobd que las mujeres obesas tienen una menor probabilidad de dar
lactancia materna exclusiva y duradera, debido al retraso de la lactogénesis y a los problemas
del parto (25). Adicionalmente, la depresidn posparto es mas comun entre madres obesas, lo

cual también se asocia con una lactancia reducida (26).

El estado nutricional materno, asi como otros factores del ambiente intrauterino,
generan un proceso de adaptacion del feto el cual modifica su funcionamiento metabdlico,
induciendo con ello cambios a futuro, los que aumentan su susceptibilidad de desarrollar
enfermedades cronicas, proceso definido como programacion fetal (27). Por lo tanto, un
ambiente obesogénico durante los periodos pre-concepcional y gestacional, incrementara en

el nifio el riesgo de desarrollar en el largo plazo obesidad y enfermedades cronicas no
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transmisibles del adulto como sindrome metabdlico, hipertension, riesgo cardiovascular y
diabetes mellitus (17, 23). La programacion de la obesidad puede venir determinada de forma
directa por los genes maternos (transferencia genética) y de forma indirecta por la influencia
ambiental, a través de la calidad y cantidad de nutrientes aportados al feto (epigenética) (25).
Algunos estudios apuntan que la nutricion durante el periodo fetal, asi como en los primeros
afios de vida, puede tener efectos a largo plazo, y convertirse en un factor etiologico de la
obesidad (25).

La placenta juega un rol importante en la adaptacion y el desarrollo del feto, no solo
por su funcién de transporte de nutrientes y eliminacion de desechos, hacia y desde el feto
respectivamente, sino también por su rol de secrecion hormonas (28). Por lo tanto su estudio,
en el escenario de la obesidad materna, debe ser considerado como crucial para el
entendimiento de la patologia, sus efectos en la salud de la madre y el feto, y la modulacion

de su funcion en procesos terapéuticos.

1.2 Placenta de término

1.2.1 Anatomia de la placenta

La placenta es el érgano fetal que facilita el intercambio materno-fetal de gases,
nutrientes y eliminacién de desechos fetales. Ademas, posee una funciéon endocrina e
inmunoldgica. Se desarrolla después de la concepcion, al tiempo en que el blastocisto se
implanta en el Utero, y es eliminada del Utero luego del nacimiento (29). La placenta humana
de un embarazo fisiolégico, Unico y de término posee una forma circular-discoidal, con un
diametro de alrededor de 22 cm y un grosor de 2,5 cm. Su peso promedio es de 470 g (30)

con un volumen de 497 ml (31), siendo directamente proporcional al peso del feto (32).
El 6rgano presenta dos superficies:

1) Placa basal, por el lado materno, que corresponde al sitio donde el trofoblasto

invade la decidua (endometrio modificado para recibir al embrion) (29). En el Gtero, este sitio
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de implantacion recibe el nombre de decidua basal (32). La superficie de la placa basal esta
segmentada por la septa placentaria (29), que corresponden a invaginaciones de la decidua
materna en el disco placentario (30); y que forma hendiduras profundas que subdividen la
cara materna en 10-30 regiones llamadas cotiledones (29) (Figura 2B y 3B). Los cotiledones
contienen el arbol vellositario que esta bafiado de sangre materna, de ahi la denominacion de

placenta vellosa hemocorial (32).

2) Placa coridnica, por la cara fetal, esta cubierta por el amnios y el mesénquima
amnidtico (Figura 2A y 3A). Estos tejidos forman el saco amnidtico, la bolsa en la cual el
feto se desarrolla y vive durante su vida intrauterina (29). EI cordén umbilical se inserta en
la porcidn central o cerca del centro en la placa coridnica y transporta la sangre fetal hacia la
placenta y viceversa (29). EI mesénquima corionico contiene los vasos corionicos que estan
continuos a los vasos del cordon umbilical. Derivadas de 2 arterias umbilicales, las arterias
coridnicas se ramifican en un patron centrifugo hasta las ramas finales que alimentan el arbol

vellositario. Las venas coridnicas dan origen a una sola vena umbilical (30).

Corddn umbilical

i / Cotiledén Decidua basal
i — Placa eliminada
‘\K = _ corionica
4
Vi AN

Vasos
CONONICOS

Figura 2: Representacion de una placenta de término. A. Lado fetal: la placa coridnica y el
cordon umbilical estan cubiertos por el amnios. B. Lado materno que muestra los
cotiledones: en un &rea se elimino la decidua (37).
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Figura 3: Placenta de término. A: Lado fetal: la placa corionicay el cordon umbilical estan
cubiertos por el amnios. B: Lado materno que muestra los cotiledones (29).

1.2.2 Desarrollo e histologia de la placenta

La fusion del espermatozoide con el 6vulo recibe el nombre de fecundacion, proceso
en el que se forma el cigoto, esto suele ocurrir en la ampolla de la trompa uterina. A medida
que el cigoto se traslada por la trompa uterina sufre divisiones mitéticas para formar la morula
que luego de 2-3 dias se introduce en la luz del utero (33). Alrededor del dia 4 luego de la
concepcion, durante el desarrollo entre las etapas de mdrula y blastocisto, el trofoblasto es la
primera linea celular en diferenciarse (30). Estas capas mononucleares de células en la
periferia circunscriben al perimetro del blastocisto, y formaran la placenta y las membranas
extraembrionarias; el grupo de células dentro del blastocisto forman el macizo celular interne,
que desarrolla al feto; y, esta proximo al sitio de implantacion del blastocisto en el epitelio
uterino (32) (Figura 4). Las células trofoblasticas proximas a la macizo celular interno

empiezan a desarrollar el saco coridnico (34).
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Figura 4: Formacién del blastocisto. En azul células del epitelio uterino. En amarillo, el
blastocisto en el que las células periféricas se denominan trofoblasto y las células internas
forman la masa celular interna que da origen al feto (32).

La localizacion de la masa celular interna define la parte del trofoblasto que realiza el
vinculo del blastocisto en el epitelio uterino. Solo el trofoblasto yuxtapuesto a la masa celular
interna (trofoblasto polar) parece ser capaz de dirigir la implantacion (30); y representa al

tejido de blastocisto que se adhiere, une e implanta en la pared uterina (29) (Figura 5).

A Blastocyst

Embryoblast Polar

trophoblast

Uterine epithelium
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Figura 5: Blastocisto en su sitio de implantacidn, el trofoblasto polar (que rodea la masa
celular interna) representa el tejido que se adhiere a la pared uterina (30).
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Tan pronto como el blastocisto esta firmemente atado al epitelio uterino (30), después
de unirse a la decidua uterina (29), el trofoblasto polar sufre el siguiente paso de
diferenciacion: La fusion sincitial de células mononucleadas (30), la que conduce a la
formacion de un verdadero sincitio (32) multinucleado continuo en el que no existen limites
citoplasmaticos definidos por membranas plasmaticas (35) (Figura 6). Luego se diferencia
en sincitiotrofoblasto (32), el cual no experimenta mitosis (36) y entra en contacto directo
con el tejido materno (32). En esta etapa el sincitiotrofoblasto posee un fenotipo invasivo y
por esto el blastocisto es capaz de penetrar el epitelio uterino (30). Finalmente, la masa de
sincitiotrofoblasto invade el endometrio (formado por glandulas, estroma y vasos

sanguineos) y rodea con rapidez todo el embrién (34).
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Figura 6: Proliferacion del citotrofoblasto para formar el sincitiotrofoblasto multinucleado
(ST) (32).

Al mismo tiempo se forma una segunda linea de células mononucleadas, el
citotrofoblasto, ubicada directamente debajo del sincitiotrofoblasto (29), sin contactar con
tejidos maternos (30). El citotrofoblasto actia como células madre, las que se dividen
rapidamente (30) y activamente mediante mitosis (34) y se fusionan con el

sincitiotrofoblasto, resultando en una expansién continua de este ultimo (30).
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Cerca de los 8 dias después de la concepcion (29), en la etapa lagunar, sigue en curso
la proliferacion y fusion del citotrofoblasto que produce abundantes sincitiotrofoblastos que
rodean la mayoria del blastocisto implantado y que desarrollan espacios dentro del sincitio
(32). Aparecen espacios irregulares Ilamados lagunas, que estan llenos de fluidos originados
de las secreciones uterinas y se une para formar el espacio intervelloso precursor (29) (Figura
7). Las lagunas son la forma primitiva de lo que se convertira en el espacio intervelloso en la
placenta donde circularé la sangre materna. El espacio intervelloso esté llenos de fluido sin
sangre materna hasta las 10-12 semanas de gestacion, cuando las arteriolas espirales se

conectan con el citotrofoblasto, endovascular especializado (32).

J

Lacunae

’ >
Maternal

capillaries

Figura 7: Proliferacion del sincitiotrofoblasto (ST) que rodea al blastocisto. Dentro del ST
se forman vacuolas que dan origen a la laguna que es el espacio intervelloso primitivo que
mas adelante ser& llenado con sangre materna con la erosion de los capilares maternos (en
rojo) (32).

Comenzando el dia 12 después de la concepcién el citotrofoblasto de la placa
coridnica penetra hacia el sincitiotrofoblasto de las trabéculas siguiendo su curso y
alcanzando el lado materno de la placenta para el dia 15 (30) El sincitiotrofoblasto iniciara
la formacion de la porcion embrionaria o fetal de la placenta y en respuesta a la invasion de

este, el endometrio formara la porcion materna de la placenta (33).
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El componente fetal corresponde al corion frondoso, el cual se desarrolla a partir de
las células del trofoblasto restantes y evoluciona a la placa coridnica, que da lugar a las
vellosidades corionicas (36). La decidua (capa funcional del endometrio modificado) situada
sobre el corion frondoso, llamada decidua basal (37), es el componente materno de la
placenta (34) (Figura 8A) y consta de una capa compacta de células grandes, las células
deciduales, con abundantes lipidos y glucdgeno. La capa decidual situada sobre el polo
abembrionario es la decidua capsular, y las vellosidades del polo abembrionario degeneran;

a la tercera semana, este lado del corion recibe el nombre de corion liso (37) (Figura 8A).

Maés tarde, el corion liso entra en contacto con la pared uterina (decidua parietal) en
el lado opuesto del Gtero, de modo que ambas se fusionan (Figura 8B). Por tanto, la Unica
parte del corion que participa en el proceso de intercambio es el corion frondoso que, junto

con la decidua basal, constituye la placenta (37).

Decidua parietal, corion liso
y amnios fusionados ——————_ Placenta

Decidua basal

Corion

Decidua frondoso

parietal

vitelinio
Cavidad
uterina

Decidua
capsular

Corion liso Cavidad amnidtica

Figura 8: Relaciones de las membranas fetales con la pared del Gtero. A: Final del segundo
mes, mostrando corion frondoso y su relacion con la decidua basal, y en el polo
abembrionario el corion liso. B: Final del tercer mes: Amnios, corion liso y decidua parietal
fusionados (37).
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1.2.3 Formacion de las vellosidades corionicas y sus tipos

Como se menciono anteriormente la placa coridnica en contacto con la decidua basal
forma el corion frondoso, ya que en esta zona se forman vellosidades coridnicas extensas,
Ilamadas vellosidades primarias (36). Estas ramificaciones son proyecciones del
sincitiotrofoblasto (34), que constan de un nucleo citotrofoblastico recubierta por una capa
sincitial (37) (Figura 9A).

Durante las fases posteriores las células del citotrofoblasto proliferan bajo la
influencia del mesodermo extraembrionario y se extienden hacia la masa de
sincitiotrofoblasto (34), estas células mesenquimatosas extraembrionarias penetran (33) en
la vellosidad primaria, formando un centro mesenquimal que la transforma en vellosidad
secundaria (29) (Figura 9B).

Al final de la tercera semana, en el nucleo de la vellosidad algunas células
mesodérmicas empiezan a diferenciarse convirtiéndose en pequefios vasos sanguineos, lo que
da origen al sistema capilar velloso (37) (Figura 9C). El desarrollo de los primeros vasos de
la placenta la transforman en vellosidad terciaria (30).

Sincitiotrofoblasto Nucleo mesodérmico Capilar velloso

Citotrofoblasto

A  Vollosidad B Vellosidad C Vellosidad
primana secundaria terciaria

Figura 9: Desarrollo de una vellosidad. A: vellosidad primaria que muestra un nucleo de
células citotrofoblasticas recubierta por una capa de sincitio. B: Vellosidad secundaria con
un nacleo de mesodermo recubierto por una capa de células citotrofoblasticas, que a su vez
esta revestida por el sincitio. C: Mesodermo de la vellosidad que muestra capilares (37).
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Al final de esta etapa de desarrollo la vellosidades placentarias emergen hacia la
sangre materna que bafa el espacio intervelloso y es donde ocurre el intercambio de gases y
nutrientes materno-fetal (37), formando la barrera placentaria (29) (Figura 10A y 10B). Esta
barrera, son las capas de tejido que debe atravesar una molécula para llegar a la sangre fetal
desde la sangre materna, y viceversa, e impide que estas se mezclen. Durante el primer
trimestre de gestacion esta barrera estd compuesta por el sincitiotrofoblasto, citotrofoblasto,
tejido conjuntivo y endotelio del capilar fetal (29). A medida que el embarazo avanza, el
citotrofoblasto va desapareciendo, el tejido conjuntivo disminuye, y los vasos capilares
fetales aumentan su numero y desplazan su disposicion hacia la periferia de la vellosidad. De
esta forma, ya al tercer trimestre de gestacion la barrera placentaria disminuye y sélo se
encuentra el sincitiotrofoblasto y el endotelio fetal. Este adelgazamiento progresivo va desde
10 micras hasta 1 a 2 micras hacia el final del embarazo (38) (Figura 10C y 10D).

Con frecuencia el sincitio se adelgaza mucho y grandes fragmentos que contienen
varios nucleos pueden romperse para caer en las lagunas sanguineas Inter vellosas. Estos
fragmentos, llamados nodulos sincitiales, entran en la circulacién materna y normalmente

degeneran sin causar sintomas (37).
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Mesodermo Placa
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1. Sincitio 1. Sincitio
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Figura 10: Estructura de las vellosidades en varias fases del desarrollo. A: Cuarta semana:
el mesodermo embrionario penetra en las vellosidades troncales y se dirige hacia la placa
decidual. B: Cuarta semana: en muchas vellosidades pequerfias la pared de los capilares esta
en contacto directo con el sincitio. C y D: Amplificacion de las vellosidades que se muestran
en las figuras Ay B (37).

Terminado este proceso, al final del embarazo cinco tipos de vellosidades han
formado la placenta (29):

Vellosidad mesenquimal: Son el tipo de vellosidad mas primitivos (29), son las precursoras
de las vellosidades intermedias y pueden ser encontradas en las primeras etapas del embarazo
(30). Miden entre 100-250 um de diametro (29) y su estroma esta poco organizado y contiene
un gran nomero de células mesenquimales y vasos en desarrollo. Las vellosidades
mesenquimales persisten hasta el nacimiento, pero debido a que se diferencian en

vellosidades intermedias su nimero es extremadamente bajo después del primer trimestre de
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embarazo (30). El estroma esta rodeado de 2 capas, interiormente el citotrofoblasto y por
fuera el sincitiotrofoblasto (29) (Figura 11A).

Vellosidad intermedia inmadura: Miden entre 100-400 um de didmetro (29), tienen
abundante mesénquima, edema y canales (32). Estos canales estromales contienen grandes
nameros de macrofagos placentarios llamados células de Hofbauer (29). Las vellosidades
intermedias inmaduras solo contienen pequefias arteriolas y vénulas y capilares. Luego se
desarrollan en vellosidades madres por fibrosis del estroma desde el centro hacia la periferia
(30). La capa de citotrofoblasto es discontinua mientras que la capa externa de
sincitiotrofoblasto permanece gruesa y continua (29). Después de la mitad de la gestacion el
namero de estas vellosidades decrece y sélo unas pocas pueden ser encontradas al término
(30) (Figura 11B).

Vellosidad madre: Deriva de la diferenciacién de las vellosidades intermedias inmaduras y
son las vellosidades con el mayor didmetro de entre 100-3000 um (30), estan caracterizadas
por un estroma fibroso que contiene arterias y venas centrales con una gruesa pared de
musculo liso (29). Sirven para dar un soporte mecanico al arbol velloso (30) y debido a sus
caracteristicas histolégicas (como el bajo grado de capilares fetales) contribuyen

minimamente al intercambio materno-fetal (29) (Figura 11C).

Vellosidad intermedia madura: Son largas y delgadas vellosidades diferenciadas desde las
ramificaciones periféricas de la vellosidad madre desde la mitad de la gestacion. Tienen un
didmetro entre 80-150 um y consisten en un estroma suelto que contiene pequefos vasos y
capilares periféricos (29). Dan origen a las vellosidades terminales (30) y gracias a su intensa
vascularizacion fetal son consideradas la primera estructura importante para el intercambio
materno-fetal (29) (Figura 11D).

Vellosidad terminal: La vellosidad terminal es desarrollada desde la vellosidad intermedia
madura (29) y son las ramificaciones finales del arbol velloso placentario (30). Miden entre
30-80 um de didmetro y 100 um de longitud (29). Unas de sus caracteristicas mas importantes
es su alto grado de capilarizacion (30). Los capilares fetales de la vellosidad terminal
enfrentan una capa muy delgada de sincitiotrofoblasto formando las membranas vasculo-
sincitiales (29). Esta membrana consiste en el sincitiotrofoblasto y el endotelio del capilar,

separados por una membrana basal (30) (Figura 11E).
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Figura 11: Tipos de vellosidades placentarias. A: Vellosidad mesenquimal con abundantes
células mesenquimales B: Vellosidad intermedia inmadura con presencia de células de
Hofbauer. C: Vellosidad madre con vasos centrales D: Vellosidad intermedia madura con
poco estromay pequerios vasos. E: Vellosidad terminal con una delgada membrana vasculo-

sincitial (30).
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1.2.4 Funciones de la placenta

Este 6rgano transitorio presenta maltiples funciones que permiten el desarrollo fetal:
Transporte:

El transporte placentario es llevado a cabo por el sincitiotrofoblasto multinucleado
(39) y las sustancias son transferidas a través de la placenta por medio de varios mecanismos
(40):

Transporte pasivo, que depende de la concentracion y diferencias electroquimicas a
través de la membrana, peso molecular, solubilidad lipidica, nivel de ionizacion y grosor del
area de intercambio (40). Pasan por difusion simple, el cloro, sodio, potasio, yodo, hierro y
fésforo (38). Asi como también los &cidos grasos que cruzan las microvellosidades y las
membranas basales por este mecanismo (41). El oxigeno, el didéxido de carbono y el
mondxido de carbono se intercambian a través de la placenta mediante este tipo de transporte

(34) que no requiere gasto energético y ocurre a favor de la gradiente (40).

Difusién facilitada, es un tipo de transporte mediado por moléculas portadoras
relativamente insolubles en lipidos, a favor de una gradiente de concentracion (40). La
glucosa pasa a través de la placenta por medio de este mecanismo (41), y los transportadores
de glucosa se encuentran tanto en las microvellosidades como en la membrana basal y son

sodio independientes (38).

Transporte activo, implica el movimiento de cualquier sustancia a través de la
membrana con actividad metabodlica (40). Esta transferencia se realiza en contra de una
gradiente de concentracion y es un evento sodio dependiente (38). Este tipo de transporte
juega un papel importante en la proteccion del feto de componentes externos potencialmente
teratogénicos (40). Asi, los aminoacidos, que se encuentran en mayor concentracion en la
sangre fetal, deben pasar desde la sangre materna en contra de esta gradiente ya que el feto
utilizara los aminoacidos de la madre no solo para la sintesis de proteinas, sino también para

su metabolismo oxidativo (38).

Pinocitosis, grandes moléculas pueden cruzar la membrana por esta via que es un tipo

de endocitosis. Es un proceso que requiere energia por el cual la membrana celular se
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invagina alrededor de la macromolécula (40). Las inmunoglobulinas G (IgG) empiezan a ser
transportadas de la madre al feto aproximadamente a las 14 semanas (37) por este tipo de
mecanismo (38).

Funcion endocrina:

El sincitiotrofoblasto secreta numerosas hormonas relacionadas con el embarazo,
tales como progesterona, estrogenos, gonadotropina corionica humana, leptina y oxitocina
(39). Esta habilidad de producir hormonas proteicas y esteroidales permite a la placenta
influenciar y regular el ambiente materno-fetal (40).

La placenta, al actuar como un drgano endocrino forma diferentes hormonas que
guardan similitud con hormonas hipofisiarias y también hormonas similares a las hormonas
hipotalamicas (38). Ademas de producir las hormonas esteroideas 17-f estradiol, estriol y
progesterona (38), la placenta produce progesterona en cantidades suficientes para mantener
el embarazo. Aparte de progesterona, la placenta también produce cantidades crecientes de
hormonas estrogénicas, niveles altos de estas hormonas estimulan el crecimiento del Utero y
el desarrollo de las glandulas mamarias (37). Durante los 2 primeros meses del embarazo, el
sincitiotrofoblasto produce ademas gonadotropina corionica humana (GCh) que mantiene el
cuerpo amarillo, esta hormona la excreta la madre en la orina. Otra hormona proveniente de
la placenta es la somatomamotropina (antafio lactogeno placentario) y es parecida a la
hormona del crecimiento que da al feto prioridad sobre la glucosa sanguinea materna y en
cierto modo tiene un efecto diabetégeno. Ademas, favorece el desarrollo de las mamas para

que produzcan leche (37).

Funcion metabolica

La placenta no es un simple transportador de gases, nutrientes y desechos, también
requiere oxigeno, nutrientes y produce metabolitos (42). En el sincitiotrofoblasto la glucosa
puede ser convertida en glicogeno (42), sin embargo, ésta es convertida principalmente en
lactato (41) que tambien es transportado por la placenta. El feto es un productor de lactato y

la placenta juega un rol removiéndolo (42).

En el caso de los aminoacidos, estos son esenciales para el crecimiento fetal (41) y
son requeridos por el feto para la sintesis de proteinas, pero también pueden ser
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metabolizados por el feto (42). EI metabolismo ocurre a través de tres mecanismos, los cuales
son: 1) Incorporacién de carbono y nitrdgeno en el feto, 2) Interconversion a otros sustratos
que pueden ser usados para esta incorporacion y 3) Utilizacion como combustible oxidativo
para la placenta y el feto (41). El trofoblasto puede captar un aminoéacido de la circulacion

fetal, transformarlo en otro y regresarlo a la misma circulacion (41).

Los lipidos, son una importante fuente de energia en la placenta y, dado que el feto
no es capaz de producir lipidos, la ingesta y transferencia de estos por la madre es
fundamental para el adecuado aporte (41). La cara materna de la placenta tiene una enzima
lipasa que libera “4cidos grasos libres” de los complejos lipoproteicos circulantes en el
plasma materno (42). Debido a que esta enzima no se encuentra en la cara fetal, los acidos
grasos que se esterifican en la circulacion fetal no tienen la posibilidad de regresar a la
circulacion materna (41). Ademas, la placenta puede sintetizar colesterol el cual, bajo
circunstancias normales es derivado de la sangre materna via interaccion de las lipoproteinas
de baja densidad (LDL) con receptores LDL en la microvellosidad del sincitiotrofoblasto,

seguido de la internalizacion de LDL por endocitosis (42).

1.3 Transporte de acidos grasos en placenta

Los acidos grasos transportados por la placenta desde la circulacién materna se
originan a partir de dos fuentes principales: acidos grasos no esterificados y acidos grasos
esterificados en triglicéridos. Estos dltimos deben sufrir un proceso de hidrélisis a no
esterificados para facilitar su transporte por el sincitiotrofoblasto (43). Este transporte es
regulado por varias proteinas claves para facilitar el traspaso hacia el feto (44): la proteina de
unién a acidos grasos de la membrana plasmatica (FABPpm), la translocasa de &cidos grasos
(FAT/CD36) y la proteina transportadora de acidos grasos (FATP) (28). Una vez dentro de
la célula se unen a las proteinas de union a acidos grasos citoplasmaticos (FABP) donde
pueden transferirse a través de FATPs o FAT/CD36 en la cara baso-lateral del

sincitiotrofoblasto para ser liberados a la circulacién fetal (43, 45) (Figura 12).
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Figura 12: Representacion esquematica del transporte de &cidos grasos (Modificado de
Jones et al.).

1.3.1 FAT/CD36: Transportador de acidos grasos en placenta

FAT/CD36 es una proteina de membrana integral de 80 kD con dos dominios
transmembrana, y un gran bucle extracelular glicosilado (46). Posee una alta afinidad por
acidos grasos de cadena larga, especialmente &cido araquidonico (AA) y DHA (47), y
contribuye, bajo un suministro excesivo de grasa, a la acumulacion de lipidos y la disfuncion
metabolica (48). Como resultado de sus multiples ligandos y capacidad de sefiales de
transduccion, FAT/CD36 tiene también funciones relacionadas a respuesta inmune,

inflamacidn, angiogénesis, aterogénesis y trombosis (48).

FAT/CD36 se encuentra extensamente expresada en plaquetas, células inmunes,
adipocitos, miocitos, enterocitos, células enteroendocrinas, células de retina y en células
endoteliales (48). Ademas, se ha demostrado que esta presente en el sincitiotrofoblasto,
encontrandose tanto en la membrana microvellositaria o zona apical (en contacto con la

circulacion materna) como en la membrana basal (frente al capilar fetal) (49).
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1.3.2 GPR120: Receptor de &cidos grasos en placenta

Los acidos grasos también tienen funciones como moléculas de sefializacion a través
de receptores en el citosol o sobre la superficie celular (50). Los acidos a-Linolénico (a-LA),
Docosahexaenoico (DHA) y Eicosapentaeonico (EPA) han demostrado ser ligandos
enddgenos del receptor de membrana asociado a proteina G 120 (GPR120), también llamado

FFARA4 (Free fatty acid receptor 4) Receptor 4 de acidos grasos libres (51).

Los receptores de membrana acoplados a proteina G (GPCRs) tienen un dominio
extracelular N-terminal, 7 dominios transmembrana y un dominio intracelular C-terminal
(52). Participan en la sefializacion de muchas funciones celulares (53), tales como
diferenciacion, proliferacion, metabolismo de la glucosa y respuesta inmune (54).
Particularmente, GPR120 se encuentra implicado en diversos procesos que incluyen
antiinflamacion, sensibilizacion a la insulina y liberacion de péptidos intestinales (50).
Ademas, participa en adipogeénesis, regulacion del apetito, preferencia alimenticia (55), y
regulacion de la secrecion de hormonas en el sistema gastrointestinal y en islotes pancreaticos
(56). También se ha asociado con la patogénesis del cancer (54). Es posible encontrarlo en
pulmon, colon y tejido adiposo (56). De igual manera, se expresa en macrofagos, donde se
ha observado por medio de Inmunofluorescencia, que, en ratones con una dieta alta en &cidos
grasos, aumenta sus niveles, sugiriendo que este receptor controla sefiales de inflamacion
(53). Apoyando estos hallazgos, sobre estas mismas células, se ha evidenciado su funcion
como mediador de los efectos antiinflamatorios asociados al DHA (50), ya que, al ser
activado por este, se ve involucrado en la inhibicion en la expresidn de citocinas inflamatorias
como el TNFa e IL-6 (57). En el caso de la placenta, Lager et al. determinaron su presencia
predominantemente en la zona apical del sincitiotrofoblasto (50).

Estudios en ratones, donde se analizaron adipocitos, macréfagos y hepatocitos, han
demostrado que alteraciones en la funcidn de este receptor estan asociados a obesidad (55,
58).
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1.4 Efectos de la obesidad en la placenta

Se ha reportado que la obesidad altera la funcion placentaria al término de la gestacion
a través de la reducciéon de mediadores como la apelina y la leptina que regulan el tono
vascular placentario; ademas de una disminucion de los reguladores de la angiogénesis, y
aumento de los marcadores de inflamacion y de estrés oxidativo (59). Estos cambios podrian
afectar adversamente la funcidn placentaria de intercambio de oxigeno y de transporte de
nutrientes y podrian estar relacionados con inadecuado crecimiento fetal y con los resultados
adversos presentes en la embarazada con obesidad (59).

En mujeres embarazadas con obesidad, el IMC se encuentra positivamente
relacionado con la frecuencia de hipertrofia placentaria, esto se refiere a un peso mayor al

percentil 90 del peso de la placenta (60) (Figura 13), observandose mayor aumento a medida
que el IMC aumenta (60).
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Figura 13: Peso de la placenta en gramos, en relacion con los rangos de IMC (60).

En cuanto a los cambios morfologicos de la placenta en obesidad, un hallazgo
frecuente es el edema en el parénquima vellositario, que se describe como una acumulacién
de fluido en el intersticio de las vellosidades con ruptura y reemplazo de la arquitectura
intravellosa (61) (Figura 14). También se ha reportado la presencia de material fibrinoide

(61), que es un elemento no celular, eosinofilico y homogéneo (62), tanto dentro como fuera
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de las vellosidades (61) (Figura 15). Ademas, es comdn encontrar un menor nidmero de
vellosidades en total, con un mayor didmetro (63) y elevado nimero de capilares
(corangiosis) (62) (Figura 16). También se puede apreciar inmadurez vellositaria, definida
como placentas de tercer trimestre que muestran vellosidades amplias con numerosas células
estromales, capilares mas centrales que periféricos, y con numerosos nodulos sincitiales (62)
(Figura 17). Junto a esto, es posible encontrar un engrosamiento de la membrana del
sincitiotrofoblasto (61). También existe evidencia de hiperplasia del tejido muscular de la

tunica media de los vasos placentarios (43).

Figura 14: Vellosidad corionica mostrando presencia de edema, visualizados como espacios
en blanco interrumpiendo la arquitectura vellositaria, en placentas de madres con diabetes
gestacional (62).
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Figura 16: Vellosidades coridnicas mostrando aumento en el nimero y diametro de los vasos
fetales posicionados centralmente (63).
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Figura 17: Vellosidades corionicas mostrando inmadurez vellositaria en placentas de
mujeres con diabetes. A: Vellosidad con abundante estroma y aumento de la poblacion de
celulas estromales. B: Vellosidad mostrando aumento de los nodulos sincitiales (flechas
azules) C: Vellosidad con abundantes células estromales y vasos fetales centrales
(Modificado de Gheorman et al.).

Actualmente, en biomedicina existe una blsqueda constante de tratamientos o
paliativos, que permitan detener o aminorar el enorme efecto que ejerce la obesidad sobre el

metabolismo de la madre gestante, del feto en desarrollo y de la placenta.

En los Gltimos afios, se han atribuido a los &cidos grasos omega-3 muchos beneficios
sobre el sistema cardiovascular, inflamatorio e inmunoldgico, por sus propiedades
antiinflamatorias y disminucion en el desarrollo de hipertension (64). Por lo anterior, en el
afio 2015 comenzé un estudio clinico en el Servicio de Salud Metropolitano Sur Oriente, en
Santiago, llamado MIGHT (Maternal obeslty control throuGh Healthy nuTrition, MIGHT
study) (Fondecyt regular # 1150878; NCT02574767), y del cual esta tesis es parte, cuyo
objetivo es evaluar la efectividad de una intervencion nutricional, en base a una
suplementacion con diferentes dosis de acido docosahexaenoico (DHA), en el control

metabdlico de mujeres con obesidad pregestacional y sus descendientes (65).
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1.5 Acido docosahexaenoico (DHA)

El DHA es un acido graso esencial, altamente insaturado (66). Bioquimicamente es
un &cido carboxilico de 22 carbonos, con seis dobles enlaces de inicio en el carbono 3, lo que
le da su nomenclatura 22:6, n-3 (67) (Figura 18).

DHA: Acido Docosahe xae noico

COOH
C 22:6 PM: 328.49

Figura 18: Formula estructural del acido docosahexaenoico (DHA) (69).

Los &cidos grasos poliinsaturados de cadena larga son componentes fundamentales
de los fosfolipidos presentes en todos nuestros tejidos, y participan activamente en la
regulacion funcional de las membranas celulares y subcelulares (68). EI DHA se almacena
en grandes cantidades en las membranas de los tejidos (69). En la corteza cerebral y en la
retina, constituye un gran porcentaje de acidos grasos en forma de fosfolipidos (70). Se han
identificado muchos efectos bioldgicos del DHA, entre los que destacan su influencia sobre
el crecimiento celular, el metabolismo intracelular, la comunicacion intercelular, y la
expresion de diversos genes que hoy son reconocidos como relevantes para la fisiopatologia
de enfermedades metabdlicas y cardiovasculares (68), incluyendo en el control del sistema

inmunoldgico (66).

Debido a que el ser humano no posee enzimas desaturasas que sean capaces de
insertar el doble enlace n-3, el DHA debe ser adquirido preformado o mediante su precursor,

el acido alfa linolénico (acido graso esencial), a través de la dieta (71). Aun asi, la
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contribucion de este &cido a la sintesis de DHA es limitado por lo que su ingesta preformado
es trascendental para mantener el correcto funcionamiento de los tejidos (72). Las fuentes
mas importantes de omega-3 son organismos vegetales y animales de origen marino, los
componentes del fitoplancton, especialmente aquellos fotosintéticos, que lo sintetizan con
mucha eficiencia (66). Ademas, es posible obtenerlo a través de los aceites de pescado
comercialmente disponibles, aunque en general contienen mayores cantidades de &acido
eicosapentaenoico (EPA) que DHA (67).

Los &cidos grasos omega-3 se incorporan en tejidos con diferentes eficiencias,
posiblemente debido a la variabilidad interindividuos en la capacidad de convertir el acido
alfa linolénico en acidos grasos omega-3, o afinidades diferentes de las vias enziméticas
involucradas (73). Un ejemplo, son los polimorfismos de los genes de las desaturasas delta 5
y delta 6, FADS1 y FADS2 (70), donde pacientes con estas alteraciones mostraron una
mejoria en esta regulacion al ser suplementados con &cidos grasos omega-3 (57). En la
placenta, no se ha detectado actividad de estas enzimas, lo que sugiere que ésta no sintetiza
DHA, por lo tanto, su capacidad de transferirlo desde la circulacion materna al feto es un
determinante critico durante el desarrollo fetal (72). Todo esto indica, que, si bien los niveles
de DHA en el feto dependen de las concentraciones plasméticas de la madre en relacion con
su nutricion durante el embarazo, también otros factores son muy importantes como el

metabolismo y funcion de la placenta, y la sintesis enddgena fetal (74-75).

Las necesidades de DHA en el embarazo se incrementan debido a las demandas
adicionales del feto y la placenta (76). El desarrollo del sistema nervioso, y en especial del
cerebro y retina, ocurre principalmente durante el tercer trimestre de gestacion, etapa en la
cual comienza en forma activa la formacion de las neuronas, por lo que el requerimiento de
DHA aumenta considerablemente (65). Por otra parte, existen varios estudios que asocian la
suplementacion con DHA con un efecto protector sobre la placenta, facilitando un buen
desarrollo de la gestacion, disminuyendo el riesgo de desarrollar preeclampsia (75) o de tener
un parto prematuro antes de las 34 semanas (69). Ademas, se propone que mejoraria la
lactancia materna, el desarrollo neuroldgico infantil, y evitaria la depresion materna durante
la ultima mitad del embarazo (77). El significado del aporte de DHA durante el periodo de
gestacion y después del nacimiento es considerado importante por algunos especialistas,
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quienes plantean que su deficiencia durante el periodo mas critico del desarrollo puede

resultar en diferencias significativas en el proceso de evolucién intelectual del individuo (67).

1.5.1 Suplementacion con DHA durante el embarazo

En los Gltimos afios, también se han atribuido a los &cidos grasos omega-3 beneficios
sobre la obesidad al reducir los niveles de triglicéridos (78). Sin embargo, su efecto mas
importante se ha observado al disminuir la inflamacion cronica de bajo grado, condicion
central que se produce en la obesidad (79), gracias a sus propiedades antiinflamatorias y
antioxidantes, a través de diferentes mecanismos (80). Algunos estudios han demostrado, que
la suplementacion a largo plazo con aceite de pescado o una combinacion de EPA/DHA
retrasaria la progresion de sindrome metabolico a diabetes tipo 2, y reduciria la resistencia a
la insulina (81-82). Todas estas observaciones han alcanzado gran interés debido a que la
obesidad aumentaria el estado fisioldgico de inflamacion de bajo grado producido por el
embarazo (83-84); asi como el riesgo de padecer enfermedades como resistencia a la insulina,
diabetes e hipertension arterial, entre otras (85). Ademas, observaciones indican que en
mujeres con obesidad pregestacional existiria una disrupcion en la “biomagnificacion”
(captacion selectiva y acumulacion de LC-PUFAs para transferirlos al compartimiento fetal),
llevando a una disminucion de la disponibilidad de DHA para el feto en desarrollo (85). Es
por esto por lo que han surgido multiples cohortes con el fin de estudiar la suplementacion
con DHA en mujeres embarazadas con obesidad, sin embargo, ain no se ha llegado a un
consenso de si esta estrategia es efectiva, siendo particularmente necesario informacion mas
clara que defina la dosis y el tiempo de administracion mas eficaz (64, 70, 71, 77, 78, 79, 86,
87).

La recomendacion actual, establecida por el Consenso Europeo, Sociedad
Internacional para el Estudio de Acidos Grasos y Lipidos (ISSFAL) y el Centro Omega-3, es
que todas las mujeres embarazadas deben consumir al menos 200 mg/DHA al dia (88-89).
FAO/OMS recomienda al menos 500 mg/dia de EPA + DHA en los adultos, y en el caso
especifico de mujeres embarazadas o en periodo de lactancia, se recomienda un consumo de
DHA no menor a 300 mg/dia (90). Este consumo se puede lograr a traves de suplementos,

de aceite de pescado o algas, 0 mediante la ingesta de 1 o 2 porciones de pescado graso por
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semana (91). No obstante, también recomiendan no excederse de 3000 mg/dia ya que podria
tener algunos efectos adversos como incremento del tiempo de coagulacién y elevacion de
las lipoproteinas de baja densidad (LDL) (73). En ensayos clinicos se han utilizado dosis que
van desde los 150 a 1.200 mg/dia DHA (69, 70, 71, 86, 87) a partir de distintos momentos
de la gestacién, incluyendo semana 15 (86), semana 22 (87) y semana 30 de gestacion (71,
86). Ademas, en algunos estudios, también se han utilizado en conjunto con EPA, otro &cido
graso omega-3 (71, 86, 87).

Como se expuso anteriormente, la transferencia materno-fetal de acidos grasos
esenciales, como el DHA, es clave para el desarrollo del feto (92). Para llegar a éste, el
omega-3 debe disociarse de la albdmina, a la cual generalmente se encuentra unida en
circulacion, para luego ser transportado a través de la membrana del sincitiotrofoblasto (92).
En las células del trofoblasto, los acidos grasos influencian respuestas inflamatorias,
acumulacion de lipidos y funciones de transporte a través de distintos mecanismos,

incluyendo receptores en la superficie celular (50).
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CAPITULO 2: PRESENTACION DEL PROBLEMA

Existen escasos reportes respecto a los efectos de la obesidad materna y la expresion
o actividad de las proteinas transportadoras de acido grasos libres en placentas humanas (49).
Se ha observado que la expresion de FAT/CD36, tanto a nivel de ARNm como de proteinas,
es significativamente mayor en embarazos que cursan con obesidad (93-94); asi como
también con diabetes mellitus gestacional (95). Los anteriores hallazgos, asociado a que tanto
en obesidad como en diabetes mellitus, se produce una dislipidemia en la madre, junto con
un aumento en el almacenamiento de triglicéridos en la placenta (92), se propone que la
obesidad alteraria el transporte de los acidos grasos de la placenta a través de cambios en los

niveles de transportadores y no en la hidrolisis de triglicéridos (96).

En paralelo se ha demostrado que la expresion de GPR120 se incrementa en el tejido
adiposo de individuos obesos comparado con el grupo control normopeso (55). Lager et al.
(50) determinaron su presencia en placenta, predominantemente en la zona apical del
sincitiotrofoblasto, pero no encontraron diferencias en la expresion de la proteina, tanto por
Inmunohistoquimica como por Western Blot, al comparar placentas provenientes de mujeres
con obesidad y mujeres control normopeso (50). Estos resultados se contrastan con los
observados anteriormente por otro grupo de investigacion donde si encontraron diferencias,
una disminucién en los niveles de ARNm en placentas de fetos masculinos provenientes de
mujeres con obesidad (97). Los resultados contrapuestos indican que ain falta desarrollar
mas estudios al respecto, para dilucidar el verdadero rol de la obesidad sobre la expresién del

receptor.

No sélo los niveles del receptor se han visto desregulados por la obesidad, también se
ha mostrado evidencia que indica que los &cidos grasos omega-3, juegan un rol importante
en su funcionamiento. Lo anterior se ha observado en ratones con una dieta alta en &cidos
grasos donde aumentan los niveles de proteina de GPR120 en el higado, y se incrementaron
mas aun al incorporar una suplementacion con omega-3 proveniente de aceite de linaza (98).
También, otras investigaciones en tejido adiposo y macréfagos de ratones demuestran que
disrupciones en el gen de este receptor suprime los beneficios de los acidos grasos omega-3

en la homeostasis de la glucosa y la sensibilidad de la insulina (53).

45 | 123



Los reportes indican que la obesidad materna induce cambios morfologicos en las
vellosidades terminales de la placenta tales como edema, hipercapilaridad, inmadurez
vellositaria, fibrosis, entre otros. Lo anterior, en concomitancia con modificaciones en la
expresion de FAT/CD36 y GPR120 podrian estar relacionadas con las alteraciones

metabdlicas observadas en el recién nacido.

La suplementacion con DHA, mejora aspectos metabdlicos tanto en la embarazada
con obesidad como en el recién nacido. Sin embargo, hasta el dia de hoy, se desconoce si la
dosis de suplementacién recomendada en una embarazada con obesidad pregestacional
induce cambios morfoldgicos en la placenta y/o puede tener algun efecto en los niveles de
expresion de las proteinas de la translocasa FAT/CD36 y el receptor GPR120, tampoco si

estos cambios son dependientes de la dosis de suplementacion.

2.1 Pregunta de investigacion

¢Existen diferencias en la morfologia y los niveles de expresién inmunohistoquimica
de FAT/CD36 y GPR120 de las vellosidades coridnicas entre placentas provenientes de
mujeres normopeso sin suplementacion de DHA versus placentas provenientes de mujeres

con obesidad pregestacional suplementadas con 200 y 800 mg de DHA?

2.2 Hipotesis

En mujeres con obesidad pregestacional suplementadas con DHA existe una
disminucion de los cambios deletéreos producidos por la obesidad, por lo que la morfologia
y los niveles de expresion inmunohistoquimica de FAT/CD36 y GPR120 en placentas
provenientes de mujeres con obesidad pregestacional y suplementadas con 800 mg de DHA
deberian presentar caracteristicas histoldgicas y de expresion de proteinas, mas similares a
las placentas provenientes de mujeres normopeso sin suplementacion de DHA, en
comparacion a aquellas provenientes de mujeres con obesidad pregestacional suplementadas
con 200 mg de DHA.
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2.3 Relevancia

Los resultados que se obtendran de este proyecto mostraran por primera vez cuales
son los efectos de la suplementacion con DHA a diferentes dosis en las vellosidades
coridnicas de placentas provenientes de mujeres con obesidad pregestacional, tanto en su
morfologia como en el nivel de expresion de FAT/CD36 y GPR120, ayudando asi a mejorar
el entendimiento de los posibles mecanismos por los que la suplementacién con DHA

produce sus efectos beneficiosos en el metabolismo de acidos grasos en placenta.
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CAPITULO 3: OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Comparar la morfologia de vellosidades coridnicas y la expresion
Inmunohistoquimica de FAT/CD36 y GPR120 entre placentas de mujeres normopeso sin
suplementacion de DHA versus placentas de mujeres con obesidad pregestacional
suplementadas con 200 y 800 mg/DHA al dia, que tuvieron su parto en el Hospital Sotero
del Rio durante el afio 2018.

3.2 Objetivos Especificos

1. Describir la frecuencia relativa (%) de edema e hipercapilaridad en vellosidades
coridnicas de placentas provenientes de mujeres normopeso y mujeres con obesidad

pregestacional suplementadas con 200 y 800 mg de DHA.

2. Describir la frecuencia relativa (%) de la inmadurez vellositaria (abundante estroma,
numerosas células estromales, numerosos nodulos sincitiales) en vellosidades
coridnicas de placentas provenientes de mujeres normopeso y mujeres con obesidad

pregestacional suplementadas con 200 y 800 mg de DHA.

3. Determinar los niveles de expresion inmunohistoquimica (intensidad de pixeles) del
transportador FAT/CD36 y el receptor GPR120 en vellosidades coridnicas de
placentas provenientes de mujeres normopeso y mujeres con obesidad pregestacional

suplementadas con 200 y 800 mg de DHA.

4. Comparar la frecuencia relativa (%) de edema e hipercapilaridad entre el grupo
control normopeso y los grupos con obesidad pregestacional suplementadas con 200
y 800 mg de DHA.

5. Comparar la frecuencia relativa (%) de la inmadurez vellositaria entre el grupo
control normopeso y los grupos con obesidad pregestacional suplementados con 200
y 800 mg de DHA.
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6. Comparar los niveles de expresion Inmunohistoquimica del transportador FAT/CD36
y el receptor GPR120 entre el grupo control normopeso y los grupos con obesidad
pregestacional suplementados con 200 y 800 mg de DHA.
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CAPITULO 4: METODOLOGIA

4.1 Tipo de estudio

Este estudio, segun la intervencién del investigador, se caracteriza por ser de tipo
experimental, donde se compara el efecto de la suplementacion con diferentes dosis DHA en
mujeres con obesidad pregestacional respecto a cambios morfoldgicos vellositarios y los
niveles de expresion del transportador de &cidos grasos FAT/CD36 y el receptor GPR120, de
manera prospectiva y de tipo transversal, ya que los datos se obtuvieron en un momento

Unico.

4.2 Poblacion en estudio

La poblacién en estudio son voluntarias que han participado durante su embarazo en
el estudio MIGHT (NCT 02574767) que se esta llevando a cabo en el Servicio de Salud
Metropolitano Sur Oriente. En este estudio, las voluntarias con obesidad (IMC >30) antes de
las 14 semanas de gestacion se aleatorizaron en dos grupos para recibir 200 u 800 mg/ dia de
DHA (segun el aceite de Schizochytrium, 100% DHA, DSM) (estudio doble ciego). La
suplementacion constaba de la entrega de cépsulas de 200 mg de DHA puro y la adherencia
al tratamiento se evaluo calculando la cantidad de capsulas ingeridas durante la
suplementacion, ya que se le pidi6 a las madres regresar aquellas capsulas que no fueron

consumidas.

Ademas, se incluyeron voluntarias normopeso pregestacional (IMC entre 18.5 y 25)
que tuvieron su parto en el Hospital Sotero del Rio y fueron reclutadas para el Fondecyt
regular #1171406.

4.3 Muestra

No se realiz6 un célculo estadistico del tamafio muestral, ya que el muestreo fue realizado
por conveniencia considerando la disponibilidad de muestras bioldgicas en el Hospital Sotero
del Rio. El grupo total fue de 30 placentas provenientes de tres grupos experimentales:

o 10 placentas provenientes de mujeres normopeso pregestacional (N) como control
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o 10 placentas provenientes de mujeres con obesidad pregestacional suplementadas
(doble ciego 200 mg/dia de DHA).

o 10 placentas provenientes de mujeres con obesidad pregestacional suplementadas
(doble ciego 800 mg/dia de DHA).

4.4 Variables de estudio

Variable independiente: Dosis de suplementacién con DHA

Variables dependientes en Morfologia:
1. Edema: Acumulacién de fluido en el intersticio de las vellosidades con ruptura y
reemplazo de la arquitectura intravellosa.

2. Hipercapilaridad: Incremento en el numero de capilares

3. Inmadurez Vellositaria: Placentas de tercer trimestre, que presentan vellosidades

con las siguientes caracteristicas:
3.1 Estroma abundante

3.2 Numerosas celulas estromales
3.3 Numerosos nédulos sincitiales

Variable dependiente en Inmunohistoquimica:

1. Intensidad de la sefializacion del transportador de &cidos grasos CD36: Intensidad de
pixel de la inmunomarcacion.

2. Intensidad de la sefializacion del receptor GPR120: Intensidad de pixel de la

inmunomarcacion.
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4.5 Criterios de inclusion y exclusion

Criterios de inclusién
Voluntarias del estudio MIGTH

con, IMC pregestacional (<14

semanas de gestacion) > 30

IMC entre
18,5-25 para voluntarias control
(no parte del estudio MIGTH)

Embarazadas con

Ser mayor de edad

Partos a término (>37 semanas de
gestacion) que planificaron tener
su parto en el Hospital Sotero del
Rio.

Criterios de exclusién

Cualquier patologia previa al embarazo vy
complicaciones perinatales este como, por ejemplo:
diabetes preexistente, parto prematuro, preeclampsia,
gestacion multiple, desorden cronico cardio-
respiratorio.

Complicaciones en el parto, o aquellos que necesitaron

hospitalizacién de la madre y/o recién nacido.

Embarazos de alto riesgo

Bajo peso al nacer (<2500 g)

Defectos genéticos neuronales del feto

52 | 123



CAPITULO 5: MATERIALES Y METODOS

5.1 Reclutamiento

Al momento de su llegada a la sala de maternidad en el Hospital Sétero del Rio, las
voluntarias que participaban activamente en el estudio MIGTH y mujeres sanas con peso
pregestacional normal, fueron invitadas por las matronas a participar en el Fondecyt
#1171406. Se les informé sobre los detalles del estudio, y se les solicitd que firmaran un

consentimiento informado donde se especifica la donacion de las placentas.

5.2 Obtencion, fijacion y traslado de las muestras bioldgicas

Las placentas fueron obtenidas seguidas del alumbramiento, y procesadas dentro de
un plazo maximo de 4 horas, dentro de las cuales fueron refrigeradas a 4°C, medidas y
pesadas. Ademas, se realizo un registro de las principales caracteristicas anatdmicas de la

placenta.

Se dividio el 6rgano discoide de manera radial en 3 zonas y se obtuvieron muestras
de la zona media. Se cortd transversalmente, abarcando la cara fetal y materna de la placenta,
obteniéndose un corte de cada zona de aproximadamente 1 cm?. Las muestras fueron fijadas
en formalina tamponada al 10% en un volumen de 10:1 con respecto a la muestra, con un

tiempo de fijacién minimo de 24 horas y maximo de 72 horas a 4°C (Anexo 1).

El traslado de los ejemplares quedd a cargo de un profesional del Laboratorio de
Ciencias Morfologicas de la Universidad de Valparaiso, en triple embalaje, a medida que se

recolectaba cierta cantidad de muestras.

5.3 Deshidratacion, impregnacion, inclusién y corte

Se desechd el liquido fijador y se procedio a lavar las muestras en agua corriente para
luego deshidratarlas en etanol con graduaciones ascendentes. Posterior a este paso, se utilizé

xilol como liquido aclarante y se procedio a impregnar e incluir las muestras en parafina
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liquida a 60°C (Anexo 2). Al obtener los moldes de parafina, fueron cortados a 4 pum en un

microtomo (Leitz, Wetzlar).

Para la tincion de rutina de Hematoxilina-Eosina, los cortes fueron adheridos a
portaobjetos tratados con polilisina mientras que para inmunohistoquimica se utilizaron

portaobjetos con carga (Anexo 3).

5.4 Tincion con Hematoxilina-Eosina

Se realizd la tincién de rutina Hematoxilina-Eosina de las muestras de tejido
placentario, con el fin de evaluar la conservacion de la estructura de las vellosidades
placentarias. Se evalué que las vellosidades no estuvieran destruidas y existiera buena
definicion celular, ademas que el corte no estuviera excesivamente hemorragico, y se logre
observar la cara materna y fetal de la placenta. Posteriormente se escogio la que conservara

mejor sus caracteristicas para la realizacion de la técnica inmunohistoquimica.

Los cortes fueron desparafinados, rehidratados y tefiidos segun el protocolo de
Tincion de Rutina del laboratorio de Ciencias Morfoldgicas de la Universidad de Valparaiso
(Anexo 4).

5.5 Técnica de Inmunohistoquimica

Esta técnica fue utilizada para visualizar y cuantificar la expresion de los anticuerpos
FAT/CD36 y GPR120, con el fin de comparar los niveles de expresion entre los grupos con

obesidad pregestacional y el grupo control normopeso.

En primer lugar, se realiz6 la estandarizacion de los anticuerpos CD36 y GPR120,
con el objetivo de establecer la concentracion adecuada para la realizacion de la

Inmunohistoquimica.

Los cortes fueron desparafinados y rehidratados, para luego pasar por el proceso de
recuperacion antigénica y bloqueo de la peroxidasa enddgena. Para la estandarizacion se
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utilizaron diferentes concentraciones del anticuerpo primario, las cuales fueron 1:50, 1:100,
1:250, 1:500 y 1:1000 en PBS/Tween20 y se incubaron durante toda la noche a 4°C. Ademas,
la placa tenia un segundo corte utilizado como control negativo, el cual no fue incubado con
el anticuerpo primario, sino que fue incubado con PBS pH 7.2, para comprobar que el

anticuerpo secundario no se una a sitios inespecificos.

Al dia siguiente, las placas se lavaron en PBS y se realizo la incubacién del anticuerpo
secundario anti-1gG de conejo hecho en cabra diluido 1:500 en PBS durante 1 hora. Luego
de un nuevo lavado en PBS, se realizé el revelado cromogénico con Novared-Kkit (Vector,
SK-4800) de acuerdo con los tiempos que requeria cada anticuerpo. Posteriormente fueron
lavados en agua destilada y se realizé el contraste nuclear con Hematoxilina de Harris. Luego
del viraje en agua corriente, se realizd la deshidratacion en una bateria de alcoholes
ascendentes (s6lo dipping), y el aclaramiento en xiloles para cubrir con medio de montaje
hidréfobo.

Para asegurar que la técnica haya funcionado correctamente se utilizaron controles
para cada anticuerpo. Para CD36 se utilizé un control externo de placenta humana, y para
GPR120 se utiliz6 un control externo de placenta humana y otro de duodeno, todos obtenidos

del laboratorio de Ciencias Morfoldgicas de la Universidad de Valparaiso.

Luego de que las estandarizaciones estaban realizadas, se escogi6 la dilucion de cada
anticuerpo que demuestre una buena intensidad sin dejar fondo, y se procedio a realizar las

inmunohistoquimicas para cada placenta del estudio (Anexos 5y 6).

5.6 Analisis morfoldgico

Utilizando una camara Olympus DP71 adosada a un microscopio 6ptico Olympus
CX21 conectado a un computador, se tomaron las microfotografias necesarias para cada corte
histologico de placenta, a un aumento de 40x, que asegurara la captura de 100 vellosidades
terminales por cada placa histoldgica. En las microfotografias se evaluaron los cambios
morfolégicos mas frecuentes y comunes causados por la obesidad materna: Edema,

hipercapilaridad e inmadurez vellositaria.
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Se conto con un segundo observador, el cual fue una mirada externa que evaluo la
presencia de los hallazgos morfoldgicos, con el proposito de evaluar en ciego y corroborar
los resultados.

Se establecié la frecuencia de las caracteristicas histolégicas a analizar (Edema,
hipercapilaridad e inmadurez vellositaria), realizando una tabla en donde la presencia de la
alteracion se indicd como “1” y la ausencia como “0”. Estos datos fueron tabulados en una

planilla Excel por ambos observadores y se calcul6 el promedio de ambos por cada placenta.

En el caso de edema e hipercapilaridad, estos datos fueron analizados a través del test
de Kruskal-Wallis y se aplicé la prueba comparativa de Dunn. En el caso de inmadurez
vellositaria los datos se analizaron a través del test de Anova de una viay se aplicd la prueba
comparativa de Tukey.

5.7 Andlisis inmunohistoquimico

Se realizo la captura de 10 microfotografias por cada corte con una camara Leica
1CC50W adosada a un microscopio optico Leica, conectado a un computador OptiPlex 7050.
Las fotografias de cada grupo de estudio se tomaron bajo las mismas condiciones por un
programa computacional LAS EZ (Leica), con aumento de 40x, y con un previo ajuste de
objetivos, contraste, nitidez, designacion de escala de medida y resolucién de iméagenes.

La cuantificacion de las imagenes fue realizada usando el software Imagel. Las
imagenes fueron corregidas eliminando el fondo, la region de interés fue seleccionada usando
la herramienta “Threshold color” (color de umbral). Luego, el complemento “H DAB
deconvolucion” fue utilizado para separar el color de la inmunotincion (café) del color de la
hematoxilina (azul-violeta). La intensidad de la inmunotincién fue medida con las regiones
de interés previamente seleccionadas. Con los datos de intensidad entregados por el programa

se calculd posteriormente la intensidad reciproca.

Los datos obtenidos (intensidad reciproca) fueron tabulados en una planilla Excel y

se analizaron en medianas y rangos, y se aplico la prueba estadistica de Anova de una via,
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con la prueba de comparacion multiple de Tukey. Se establecio un intervalo de confianza del
95% vy un error alfa del 5%. Los analisis se realizaron mediante el software GraphPad
Prism®©.5.0.

5.8 Consideraciones éticas
El estudio fue realizado conforme a la declaracién de Helsinki.

Este proyecto de tesis se encuentra enmarcada dentro del Fondecyt regular #1172406
titulado “Fetal programming of inflammatory responses and body fat by maternal obesity:
Role of DHA in the modulation of epigenetic markers of obesity and metabolic disease” a
cargo de la Doctora Paola Casanello de la Escuela de Medicina de la Pontificia Universidad
Catolica, como contribucion y apoyo a los requerimientos y esclarecimientos de la

investigacion.

El consentimiento informado y el protocolo de obtencion de muestras de la
investigacion que apoya este proyecto de tesis, fueron aprobados por el Comité Etico-
Cientifico de la Escuela de Medicina de la Pontificia Universidad Cat6lica, y del Servicio de
Salud Metropolitano Sur Oriente (Anexo 7). Cada individuo que particip6 firmé un
consentimiento informado para la entrega de muestras bioldgicas (placenta), los que
actualmente se encuentran archivados en el Laboratorio de Programacion y Epigenética

Perinatal de la Pontificia Universidad Catélica de Chile.
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CAPITULO 6: RESULTADOS

Al observar la tabla con las caracteristicas materno-fetales se puede apreciar que sélo hubo

diferencias en el peso materno, al inicio de la gestacion, ya que fue el criterio para dividir los

grupos experimentales de control normopeso y los grupos con obesidad pregestacional, y al

momento del parto (Tabla 2).

Tabla 2: Caracteristicas demograficas y antropométricas de las madres y recién nacido.

Control (n=10)

200 mg (n=10)

800 mg (n=10)

Caracteristicas maternas

IMC pregestacional 226 £1,7 34+3* 328+34*
IMC al parto 275+ 2,7 374+£32%* 359+4,1*
Ganancia de peso (kg) 124+41 8,7+48 825
Parto por cesarea 60% 70% 20%
Adherencia a la NA 62,7 + 18,8 61,8+ 154
suplementacion (%o)

Caracteristicas RN

Peso al nacimiento (g) 3334 + 490 3409 + 373 3488 + 425
Altura al nacimiento (cm) 49,717 49,1+15 49,7+2,3
Indice ponderal 2,7+0,2 2,8+0,2 28+0,.2
Edad gestacional (semana) 38,9+0,8 389+15 39,4+£0,7
Género (%F) 50% 40% 80%
Peso de la placenta () 443 + 144 440 + 52 504 £ 77

Valores son el promedio + desviacion estandar o %. *p<0,05 vs control
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6.1 Hematoxilina-Eosina

6.1.1 Edema

Se analizaron 100 vellosidades por cada placenta de los grupos experimentales. El
grupo control (Figura 19) present6 una baja frecuencia de edema, ya que en 4 placentas no
hubo presencia de este hallazgo. En 5 placentas la presencia de edema se identifico en un 5%
0 menos, es decir, en 5 0 menos vellosidades, y en sélo 1 de las placentas se observo un 10%
de edema (Tabla 3). En conjunto, estos resultados indican que en el grupo control hubo en

promedio un 2% de edema.

Figura 19: Vellosidades terminales del grupo control (N) con presencia de edema (flecha
azul). H-E 40x.
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Tabla 3: Frecuencia de edema en el grupo control normopeso (N). Obtenidos a través del
promedio de los analisis de los 2 observadores.

Placenta Vellosidades Vellosidades con % Vellosidades con
observadas edema edema

N1 100 0 0%
N2 100 5 5%
N3 100 3 3%
N4 100 0 0%
N5 100 2 2%
N6 100 0 0%
N7 100 1 1%
N8 100 10 10%
N10 100 0 0%
N11 100 3 3%

Porcentaje total 2%

En los grupos con suplementacion de DHA se pudo observar un aumento en la
frecuencia de edema. En el caso del grupo suplementado con 200 mg de DHA (Figura 20), 9
de las placentas presentaron 15% de edema o mas, esto quiere decir que se identifico la
presencia de este hallazgo en 15 o mas vellosidades. En 1 de las placentas se identifico edema
en menos de 15 vellosidades. En su conjunto, estos resultados indican que este grupo

experimental presentd un 20% de edema (Tabla 4).
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Figura 20: Vellosidades terminales del grupo suplementado con 200 mg de DHA,
presentando edema (flechas azules). H-E 40x.

Tabla 4: Frecuencia de edema en el grupo suplementado con 200 mg de DHA/dia (O13).
Obtenidos a través del promedio de los andlisis de los 2 observadores.

Placenta Vellosidades Vellosidades con % Vellosidades
observadas edema con edema

013.1 100 26 26%
013.2 100 28 28%
013.3 100 16 16%
013.4 100 15 15%
0135 100 19 19%
013.6 100 17 17%
013.7 100 19 19%
013.8 100 21 21%
013.9 100 24 24%
013.10 100 14 14%
Porcentaje total 20%
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En el caso del grupo suplementado con 800 mg de DHA (Figura 21), 7 de las
placentas presentaron 25% o méas de edema, 2 de las placentas presentaron entre 14% y 18%
de edema, y solo en 1 de ellas se identific6 menos de 10% de edema. En su conjunto, este

grupo experimental present6 un 28% de edema (Tabla 5).

Figura 21: Vellosidades terminales del grupo suplementado con 800 mg de DHA, mostrando
la presencia de edema (flechas azules). H-E 40x.
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Tabla 5: Frecuencia de edema en el grupo suplementado con 800 mg de DHA/dia (012).
Obtenidos a través del promedio de los andlisis de los 2 observadores.

Placenta Vellosidades Vellosidades con % Vellosidades
observadas edema con edema

012.1 100 25 25%
012.2 100 34 34%
012.3 100 27 27%
012.4 100 40 40%
0125 100 35 35%
012.6 100 51 51%
012.7 100 7 7%
012.9 100 18 18%
012.10 100 29 29%
01211 100 14 14%
Porcentaje total 28%

Al aplicar la prueba de Kruskal-Wallis y el Test de comparacion maltiple de Dunn,
los resultados indicaron que la frecuencia de edema es significativamente mayor en los
grupos con suplementacion de DHA al compararlos con el grupo control. Ademas la prueba
indico que los grupos con suplementacion no son significativamente diferentes entre si, por

lo que no existe diferencia al aumentar la dosis de suplementacion (Figura 22).
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Figura 22: Frecuencia de edema en el grupo control y los grupos suplementados con 200 y
800 mg de DHA. ns: no significativo. N control= 10; N 200 mg= 10; N 800 mg=10. **
<0,01; **** <0,0001. Test de Kruskal-Wallis y Test de comparacién maltiple de Dunn.
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Tabla 6: Descripcion estadistica de edema en los grupos experimentales.

Control | 200mg 800 mg
NuUmero de valores 10 10 10
Minimo 0,0 14,00 7,000
25% Percentil 0,0 15,38 16,63
Mediana 1,000 18,75 28,00
75% Percentil 3,500 24,50 36,25
Maximo 9,500 27,50 51,00
Promedio 2,200 19,75 27,90
Estandar. Desviacion 3,066 4,739 12,95
Error estandar de media 0,9695 1,499 4,097
IC inferior del 95% de la media 0,006738 16,36 18,63
IC superior al 95% de la media 4,393 23,14 37,17
IC inferior del 95% de la mediana 0,0 15,00 14,00
IC superior del 95% de la mediana 5,000 26,00 40,00

* |C: intervalo de confianza
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6.1.2 Hipercapilaridad

Se analizaron 100 vellosidades por cada placenta de los grupos experimentales. En el
grupo control (Figura 23), se pudo observar que 1 de las placentas presentd 17% de
hipercapilaridad, es decir, en 17 vellosidades. En 3 de las placentas se observé un 1% de
hipercapilaridad. Sin embargo, en 6 placentas no se identifico presencia de este hallazgo
histolégico. En conjunto, estos resultados indican en promedio un 2% de hipercapilaridad en
este grupo (Tabla 7).

4

e
Figura 23: Vellosidades terminales del grupo control mostrando hipercapilaridad: aumento
en el numero de capilares fetales (flechas azules). H-E 40x.
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Tabla 7: Frecuencia de hipercapilaridad en el grupo control normopeso (N). Obtenidos a
través del promedio de los anélisis de los 2 observadores.

Placenta Vellosidades Vellosidades con | % Vellosidades con
observadas hipercapilaridad hipercapilaridad

N1 100 1 1%
N2 100 0 0%
N3 100 0 0%
N4 100 0 0%
N5 100 0 0%
N6 100 17 17%
N7 100 1 1%
N8 100 0 0%
N10 100 1 1%
N11 100 0 0%

Porcentaje total 2%

En el caso del grupo suplementado con 200 mg de DHA (Figura 24), en 2 de las
placentas no se observo presencia de hipercapilaridad. Sin embargo, 2 placentas presentaron
menos de 10% de hipercapilaridad y 6 de las placentas presentaron 10% o méas de
hipercapilaridad. En conjunto, estos resultados indican un promedio de 12% de

hipercapilaridad en este grupo (Tabla 8).
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Figura 24: Vellosidades terminales del grupo suplementado con 200 mg de DHA mostrando
hipercapilaridad observandose un aumento en el namero de capilares fetales (flechas

azules). H-E 40x.

Tabla 8: Frecuencia de hipercapilaridad en el grupo suplementado con 200 mg de
DHA/dia (O13). Obtenidos a través del promedio de los analisis de los 2 observadores.

Placenta Vellosidades Vellosidades con | % Vellosidades con
observadas hipercapilaridad hipercapilaridad
013.1 100 30 30%
013.2 100 14 14%
013.3 100 19 19%
013.4 100 25 25%
0135 100 11 11%
013.6 100 1 1%
013.7 100 12 12%
013.8 100 5 5%
013.9 100 0 0%
013.10 100 0 0%
Porcentaje total 12%
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Finalmente, en el grupo suplementado con 800 mg de DHA (Figura 25), en 1 placenta
no se observo hipercapilaridad. En 5 placentas se observé un 5% o menos de hipercapilaridad
y, las 4 placentas restantes presentaron un 40% o mas de hipercapilaridad, es decir, en 40 o
mas vellosidades. En su conjunto, estos resultados en promedio indican la presencia de un

20% de hipercapilaridad en este grupo (Tabla 9).

Figura 25: Vellosidades terminales del grupo suplementado con 800 mg de DHA mostrando
hipercapilaridad, observandose una mayor dilatacion de los capilares (flechas azules). H-E
40x.
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Tabla 9: Frecuencia de hipercapilaridad en el grupo suplementado con 800 mg de
DHA/dia (012). Obtenidos a través de los promedios de los anélisis de los 2 observadores.

Placenta Vellosidades Vellosidades con | % Vellosidades con
observadas hipercapilaridad hipercapilaridad
012.1 100 1 1%
012.2 100 1 1%
012.3 100 48 48%
012.4 100 38 38%
0125 100 5 5%
012.6 100 1 1%
012.7 100 62 62%
012.9 100 2 2%
012.10 100 0 0%
012.11 100 40 40%
Porcentaje total 20%

Al aplicar la prueba de Kruskal-Wallis y el Test de comparacion mdaltiple de Dunn,
los resultados indicaron que la frecuencia de hipercapilaridad es significativamente mayor en
el grupo suplementado con 800 mg de DHA al compararlo con el grupo control. Ademas la
prueba indicd que los grupos con suplementacidn no son significativamente diferentes entre

si, por lo que no existe diferencia al aumentar la dosis de suplementacion (Figura 26).
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Figura 26: Frecuencia de hipercapilaridad en el grupo control y los grupos suplementados
con DHA. ns: no significativo. N control=10; N 200 mg= 10; N 800 mg=10. * <0,05. Test
de Kruskal-Wallis y Test de comparaciéon multiple de Dunn.

Tabla 10: Descripcion estadistica de hipercapilaridad en los grupos experimentales.

Control | 200mg 800 mg

NuUmero de valores 10 10 10
Minimo 0,0 0,0 0,0
25% Percentil 0,0 0,7500 0,5000
Mediana 0,0 11,50 3,500
75% Percentil 1,000 20,13 41,50
Méaximo 17,00 29,50 62,00
Promedio 1,950 11,50 19,55
Estandar. Desviacién 5,304 10,45 24.30
Error estdndar de media 1,677 3,306 7,683
IC inferior del 95% de la media -1,845 4,022 2,170
IC superior al 95% de la media 5,745 18,98 36,93
IC inferior del 95% de la mediana 0,0 0,0 0,5000
IC superior del 95% de la mediana 1,000 25,00 47,50

*IC: Intervalo de confianza
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6.1.3 Inmadurez vellositaria

Se visualizaron 100 vellosidades por cada placenta de los grupos experimentales. En
el grupo control (Figura 27), 3 placentas no presentaron inmadurez vellositaria y en las 7
restantes se identifico un 3% o menos de inmadurez vellositaria, es decir, este hallazgo se
encontrd en 3 o menos vellosidades. En conjunto, estos resultados demostraron un promedio

de un 1% de inmadurez vellositaria en este grupo control (Tabla 11).

~n ¥ — .

Figura 27: Vellosidades terminales del grupo control mostrando inmadurez vellositaria:
Abundante estroma (flecha azul), vasos centrales (flecha roja), nddulos sincitiales (flecha
amarilla). H-E 40x.
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Tabla 11: Frecuencia de inmadurez vellositaria en el grupo control normopeso (N).
Obtenidos a través del promedio de los andlisis de los 2 observadores.

Placenta Vellosidades Vellosidades con % Vellosidades con

observadas inmadurez inmadurez

vellositaria vellositaria
N1 100 2 2%
N2 100 2 2%
N3 100 3 3%
N4 100 0 0%
N5 100 1 1%
N6 100 2 2%
N7 100 0 0%
N8 100 2 2%
N10 100 1 1%
N11 100 0 0%
Porcentaje total 1%

En el caso del grupo suplementado con 200 mg de DHA (Figura 28), 4 placentas
presentaron 5% o menos de inmadurez vellositaria y en las 6 restantes se identificé mas del
5% de la presencia de este hallazgo histologico. En su conjunto, estos resultados indican un

promedio de 7% de inmadurez vellositaria en este grupo (Tabla 12).
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Figura 28: Vellosidades terminales del grupo suplementado con 200 mg de DHA, mostrando
inmadurez vellositaria: Abundante estroma (flecha azul), vasos centrales (flecha roja),
nodulos sincitiales (flecha amarilla). H-E 40x.

Tabla 12: Frecuencia de inmadurez vellositaria en el grupo suplementado con 200 mg
DHA/dia (O13). Obtenidos a través del promedio de los anélisis de los 2 observadores.

Placenta Vellosidades Vellosidades con % Vellosidades con

observadas inmadurez inmadurez

vellositaria vellositaria
013.1 100 5 5%
013.2 100 11 11%
013.3 100 6 6%
013.4 100 4 4%
0135 100 5 5%
013.6 100 14 14%
013.7 100 8 8%
013.8 100 4 4%
013.9 100 7 7%
013.10 100 6 6%
Porcentaje total 7%
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Finalmente, en el grupo suplementado con 800 mg de DHA (Figura 29), 4 de las
placentas presentaron menos de 10% de inmadurez vellositaria, en 2 placentas se observo
entre un 10% y 14% de inmadurez. Y, en las 4 restantes se identificd méas de 15% de la
presencia de este hallazgo histolégico. En conjunto, estos resultados indican en promedio un

13% de presencia de inmadurez vellositaria en este grupo (Tabla 13).

Figura 29: Vellosidades terminales del grupo suplementado con 800 mg de DHA, mostrando
inmadurez vellositaria: Abundante estroma (flecha azul), vasos centrales (flecha roja),
nodulos sincitiales (flecha amarilla). H-E 40x.
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Tabla 13: Frecuencia de inmadurez vellositaria en el grupo suplementado con 800 mg de
DHA/dia (012). Obtenidos a través del promedio de los andlisis de los 2 observadores.

Placenta Vellosidades Vellosidades con % Vellosidades con

observadas inmadurez inmadurez

vellositaria vellositaria
012.1 100 10 10%
012.2 100 22 22%
012.3 100 20 20%
012.4 100 6 6%
0125 100 15 15%
012.6 100 20 20%
012.7 100 3 3%
012.9 100 14 14%
012.10 100 8 8%
012.11 100 7 7%
Porcentaje total 13%

Al aplicar la prueba de Anova de una via y el Test de comparacion de Tukey, los
resultados indicaron que la frecuencia de inmadurez vellositaria es significativamente mayor
en los grupos suplementados con 200 y 800 mg de DHA al compararlos con el grupo control.
Ademas la prueba indicé que los grupos con suplementacion no son significativamente
diferentes entre si, por lo que no existe diferencia al aumentar la dosis de suplementacion
(Figura 30).
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Figura 30: Frecuencia de inmadurez vellositaria en el grupo control y los grupos
suplementados con DHA. Mediana ctrl: 1, Mediana 200 mg: 6, Mediana 800 mg: 11,75. N

control= 10; N 200 mg= 10; N 800 mg=10. * <0,05; **** <0,0001. Test de Anova de una
viay Test de Tukey.
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Tabla 14: Descripcion estadistica de inmadurez vellositaria en los grupos experimentales.

Control | 200mg 800 mg

NuUmero de valores 10 10 10
Minimo 0,0 3,500 2,500
25% Percentil 0,0 4,250 6,250
Mediana 1,000 6,000 11,75
75% Percentil 1,625 8,250 19,63
Méaximo 2,500 13,50 21,50
Promedio 1,000 6,650 12,20
Estandar. Desviacion 0,9129 3,171 6,701
Error estandar de media 0,2887 1,003 2,119
IC inferior del 95% de la media 0,3470 4,381 7,407
IC superior al 95% de la media 1,653 8,919 16,99
IC inferior del 95% de la mediana 0,0 3,500 5,500

IC superior del 95% de la mediana 2,000 10,50 20,00

* |C: Intervalo de confianza
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6.2 Inmunohistoquimica

6.2.1 FAT/CD36

FAT/CD36 es una proteina transmembrana que funciona como transportador de
acidos grasos en la placenta. Se observé que su marcacion es clara en células endoteliales de
los capilares fetales dentro de las vellosidades coridnicas, pero tambien, aunque de menor
intensidad, en la membrana microvellositaria del sincitiotrofoblasto, en contacto con la
circulacién materna (Figura 32), como en la zona basal, en contacto con el capilar fetal
(Figura 31y 33).

Se realiz6 la cuantificacion de la inmunomarcacion en 10 microfotografias por cada
placenta de los grupos experimentales. Con los datos obtenidos (intensidad reciproca) se
calculd la mediana, media e intervalos de confianza de cada grupo. Al comparar los datos
entre los grupos, se observé que en el grupo suplementado con 200 mg de DHA la mediana
se encuentra aumentada respecto al grupo control, y que el grupo suplementado con 800 mg
de DHA presenta una leve disminucién al compararla con el grupo suplementado con una
menor dosis (Tabla 15). Al aplicar la prueba de Anova de una viay el Test de comparacion
multiple de Tukey, estos indicaron que no hay diferencia entre los grupos estudiados (Figura
34).
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Figura 31: Vellosidades terminales del grupo control (N) con inmunomarcacion de
FAT/CD36 de color café rojizo, indicando la presencia del transportador en los capilares
fetales (flechas azules). IHQ 40x.

C GRRT &5

Figura 32: Vellosidades terminales del grupo con suplementacion de 200 mg de DHA con
inmunomarcacién de FAT/CD36 de color café rojizo, indicando la presencia del
transportador en los capilares fetales (flechas azules). IHQ 40x.
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Figura 33: Vellosidades terminales del grupo con suplementacion de 800 mg de DHA con
inmunomarcacién de FAT/CD36 de color café rojizo, indicando la presencia del
transportador en los capilares fetales (flechas azules). IHQ 40x.

Tabla 15: Descripcion estadistica de los datos obtenidos de la inmunomarcacion del
transportador de &cidos grasos FAT/CD36, de los grupos experimentales.

CTRL 200 mg 800 mg
Mediana 79,5 89,5 85,5
CI Mediana (5%0-95%o) 68 - 92 77 -102 75-93
Media 79,8 91 84,6
Cl Media (5%-95%) 71,7-87,8 82,7 -99,2 78,2 -90,9
Desviacion estandar 11,2 11,5 8,8
Error medio estandar 3,5 3,6 2,8
N 10 10 10
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Figura 34: Intensidad reciproca del transportador de acidos grasos FAT/D36 en los grupos
experimentales. Prueba de Anova de una via y Test de comparacion multiple de Tukey.

6.2.2 GPR120

GPR120 es un receptor de membrana asociado a la proteina G120 que tiene gran
afinidad por el &cido graso omega-3 DHA. Se observé que su marcacion se encuentra
predominantemente en la zona apical de las células del sincitiotrofoblasto, es decir, en

contacto con la sangre materna (Figuras 35, 36 y 37).

Se realiz6 la cuantificacion de la inmunomarcacién en 10 microfotografias por cada
placenta de los grupos experimentales. Con los datos obtenidos se calcul6 la mediana, media
e intervalos de confianza de cada grupo, donde se observo que en el grupo suplementado con
200 mg de DHA, la mediana se encuentra levemente disminuida al compararla con el grupo
control. El grupo suplementado con 800 mg de DHA presentd una minima disminucién al
compararla con el grupo suplementado con una menor dosis (Tabla 16). La prueba de Anova
de una viay el Test de comparacién multiple de Tukey, indicaron que no existen diferencias

entre los grupos estudiados (Figura 38).

82 | 123



Figura 35: Vellosidades terminales del grupo control (N), con inmunomarcacion del
receptor GPR120 de color café rojizo, indicando su presencia en la zona apical del
sincitiotrofoblasto en contacto con la sangre materna (flechas azules). IHQ 40x.

Figura 36: Vellosidades terminales del grupo suplementado con 200 mg de DHA, con
inmunomarcacion del receptor GPR120 de color café rojizo, indicando su presencia en la
zona apical del sincitiotrofoblasto en contacto con la sangre materna (flechas azules). IHQ

40x.
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Figura 37: Vellosidades terminales del grupo suplementado con 800 mg de DHA, con
inmunomarcacioén del receptor GPR120 de color café rojizo, indicando su presencia en la
zona apical del sincitiotrofoblasto en contacto con la sangre materna (flechas azules). IHQ
40x.

Tabla 16: Descripcion estadistica de los datos obtenidos de la inmunomarcaciéon del
receptor de acidos grasos GPR120, de los grupos experimentales.

CTRL 200 mg 800 mg
Mediana 61,5 58 55
CIl Mediana (5%0-95%o) 48 - 72 41-76 45 — 66
Media 59,7 58,4 56,3
Cl Media (5%-95%) 49-70,3 45,9 -70,8 49,3 - 63,2
Desviacion estandar 14,9 17,4 9,6
Error medio estandar 4,7 55 3,0
N 10 10 10
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Figura 38: Intensidad reciproca del receptor de &cidos GPR120 en los grupos
experimentales. Prueba de Anova de una via y Test de comparacion maltiple de Tukey.
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CAPITULO 7: DISCUSION

Segun lo indicado en la introduccion, la suplementacion nutricional con DHA mejora
aspectos metabdlicos tanto en las madres con obesidad como en el recién nacido, segun lo
observado en reportes anteriores. Es asi que esta tesis planted evaluar si dichas mejoras
ocurren en asociacion con una regulacion de modificaciones histolégicas asociadas a dafio
en las vellosidades terminales de placentas de madres con obesidad, tales como edema,
hipercapilaridad e inmadurez vellositaria, en concomitancia a cambios en la expresion del
transportador de &cidos grasos FAT/CD36 y el receptor de &cidos grasos GPR120.
Adicionalmente, se quiso evaluar si estas posibles regulaciones mejoran con una

suplementacion mayor de DHA.

En base a lo anterior, se propuso como objetivo comparar la morfologia de
vellosidades corionicas, y la expresion Inmunohistoquimica de FAT/CD36 y GPR120 entre
placentas de mujeres normopeso sin suplementacion de DHA y placentas de mujeres con
obesidad pregestacional suplementadas con 200 0 800 mg/DHA al dia, que participaron como
voluntarias de la cohorte MIGHT entre los afios 2018 y 20109.

Nuestros resultados indican que existe una mayor frecuencia de los cambios
morfolégicos asociados a dafio, como edema, hipercapilaridad e inmadurez vellositaria en
las placentas provenientes de mujeres con obesidad, y que la suplementacién con DHA no
logré disminuir estos cambios Ademas, se observo que no existen diferencias, en la expresion
del transportador de &cidos grasos FAT/CD36 ni el receptor de acidos grasos GPR120 entre

los grupos estudiados.

En las siguientes secciones se discutiran las variables histologicas y de expresion
proteica que se evaluaron en esta tesis, en relacién a las posibles causas de las modificaciones
encontradas en obesidad y los efectos que su presencia inducirian en las vellosidades

terminales de la placenta.
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Edema

El edema se describe como acumulacion de fluido en el intersticio de la vellosidad,
con disrupcién y reemplazo celular de la arquitectura intravellosa (61). Histologicamente se

observa como espacios en blanco dentro del estroma de la vellosidad (99).

Existen principalmente tres tipos de edema: 1) edema hidrostatico, que es la
acumulacion excesiva de fluido intersticial, 2) edema por permeabilidad capilar, causado por
la disrupcion de la estructura de los poros en la membrana microvascular, y 3) linfedema,

que puede resultar de una disfuncion de las bombas linfaticas (100).

Las vellosidades terminales al ser irrigadas por la sangre materna (en el espacio
intervelloso) y por la sangre fetal (en los capilares vellositarios fetales), se piensa que la causa
de edema en las vellosidades deberia estar asociada a los sistemas cardiovasculares de la
madre y/o del feto. Uno de los mecanismos podria ser un aumento exacerbado de la filtracion
transcapilar en respuesta a un incremento de la presion arterial y venosa (100) ya que, ambas
presiones aumentan considerablemente en mujeres que comienzan el embarazo con obesidad
(101-102). La presion sanguinea en la placenta esta gobernada por el flujo sanguineo de las
arterias umbilicales, lo que se torna importante al considerar que el IMC materno posee una
correlacion positiva con el indice de pulsatilidad de la arteria uterina (103), que es reflejo de
la resistencia vascular al paso de la sangre. De lo anterior se puede deducir que la obesidad
pregestacional de la madre incide en las presiones de ambos componentes sanguineos de la
placenta que finalmente terminaria en la generacion de edema hidrostéatico intersticial en las

vellosidades coridnicas.

Fisiol6gicamente el edema es observable en un bajo porcentaje de placentas. Asi lo
describen Shen-Schwarz et al. quienes analizaron 1925 placentas colectadas desde las 19
semanas de gestacion en adelante, y evidenciaron que s6lo un 13% de ellas (259 placentas)
presentaban edema en sus vellosidades. Los autores adicionalmente determinaron que de la
totalidad de placentas con edema, un 25% de ellas provenian de embarazos de pretérmino
(menor a 37 semanas de gestacion), siendo mas frecuente y marcado antes de las 32 semanas

(104). Nuestros resultados van de la mano con lo reportado anteriormente, ya que de un total
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de 10 placentas control analizadas, en 5 de ellas se observo al menos 1 vellosidad terminal

con edema. Asi, en este grupo hubo una frecuencia de edema de un 2%.

El edema se considera de carécter fisiopatoldgico ya que se encuentra frecuentemente
asociado a inmadurez vellositaria, hemorragia y fibrosis (104). Es posible encontrarlo
habitualmente en patologias del embarazo como la diabetes gestacional (62). En embarazos
con obesidad, Roberts et al. analizaron 80 placentas, de las cuales 33 pertenecian a mujeres
obesas. En su estudio no encontraron diferencias en la prevalencia de edema en placentas de
mujeres con obesidad comparadas con las placentas de mujeres normopeso (105). En
contraste a esto, Treesh et al. notaron este tipo de cambios con distribucion focal en las
vellosidades distales en la mayoria de los casos estudiados con diabetes (61). Nuestros
resultados muestran que la frecuencia del hallazgo esté significativamente elevada en las
vellosidades terminales de las placentas de mujeres con obesidad. Interesantemente, a
diferencia del grupo control, el edema se encontr6 en todas las placentas de madres con
obesidad. La inexistencia de diferencia estadistica en la frecuencia de edema en las
vellosidades terminales entre ambos subgrupos de madres con obesidad (200 y 800 mg/dia
de DHA), pensamos que se basa en la dispersion de los datos de las frecuencias observadas
en el grupo de madres que consumio 800 mg/dia. Aun asi, las medianas de ambos grupos
sugieren un incremento de la frecuencia de edema en el grupo de madres que consumié la
dosis mayor de DHA: 18,75 (1.C. 95% 15 a 26) y 28 (I.C. 95% 14 a 40) en 200 mg/dia y 800
m/dia, respectivamente. Junto a esto, la falta de diferencias estadisticas se podria
correlacionar con la adherencia al tratamiento (suplementacion con DHA), ya que ésta fue
de un 50%, por lo que las voluntarias realmente no consumieron las cantidades de DHA

sugeridas para este proyecto.

El efecto del edema en el funcionamiento de la placenta no esta claro en absoluto.
Naeye et al. sugieren que un edema excesivo puede repercutir en el flujo de oxigeno y
nutrientes a través de la barrera sincitio-endotelial, generando, en los casos mas extremos, un
estado de isquemia placentaria, ya que frecuentemente la vellosidad se encontraria sin riego
sanguineo, existiendo la posibilidad de que el edema blogueara los capilares por compresién
(106).
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Hipercapilaridad

La hipercapilaridad, también llamada corangiosis, es una vascularizacion intensa y
difusa de las vellosidades terminales de la placenta (107). Una vellosidad coridnica normal
presenta no mas de 5 canales vasculares (108), de esta manera, considerando el nimero de

vasos en la vellosidad, 10 capilares por vellosidad es definido como corangiosis (63).

El término corangiosis fue introducido por Altshuler (109) quien lo define
técnicamente como 10 o mas vellosidades terminales que tienen 10 o mé&s capilares,
observadas en un microscopio a un aumento de 10x en al menos 10 areas observadas

aleatoriamente en zonas no infartadas de la placenta (109).

Algunos autores expresan que aunque la presencia de corangiosis debe tenerse en
cuenta en los informes de patologia, tanto su patogenia como su importancia clinica siguen
siendo inciertas (110), pues es un cambio en la placenta que no ha sido estudiado
extensamente. Su etiologia aun no es clara (108), sin embargo, este hallazgo se ha asociado
con embarazos riesgosos, alteraciones fetales, maternas y placentarias que incluyen
preeclampsia, diabetes, hipertension, anomalias congénitas y tabaquismo (111); asi como en
situaciones en las que existe un cierto estado de hipoperfusion placentaria mantenida, y en
las que la transferencia de oxigeno al feto estd disminuida (112). Un ejemplo de aquello
ocurriria en preeclampsia, en donde la hipoxia del tejido placentario causa una proliferacion
de las células endoteliales (108), y la expresion de determinados factores vasculares, tales
como el factor de crecimiento endotelial vascular y el factor de crecimiento placentario (113),
qgue modulaban la funcidn y estructura placentaria induciendo la proliferacion del tejido
conjuntivo y la hipervascularizacion placentaria. Es decir, el patron de crecimiento mostrado
por los capilares de las vellosidades coridnicas tipico de la corangiosis seria una adaptacion
placentaria en un intento de maximizar el acceso fetal al oxigeno materno (112). Sin
embargo, la relacion histogénica entre el incrementado nimero de capilares y la hipoxia

cronica no ha sido clarificada (114).

El hallazgo de corangiosis en la placenta tiene una importante significacion clinica,
ya que revela la existencia de un ambiente intrauterino muy desfavorable para el feto. De
hecho, su presencia se ha asociado con la aparicién de graves alteraciones neuroldgicas, con
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malformaciones fetales y con un aumento de la mortalidad perinatal en un 28, 39 y 42% de

los casos respectivamente (112).

En embarazos riesgosos existe la presencia de este hallazgo. Cortes et al. lo
demuestran al estudiar 41 placentas provenientes de mujeres con patologias como sindrome
hipertensivo asociado al embarazo, restriccion del crecimiento intrauterino, infeccion
materna por virus VIH y diabetes. Del total, en 8 placentas se encontr6 este cambio
morfologico (107). Castejon & Pérez en casos de embarazos que cursaron hipertension
cronica, también observaron la presencia de corangiosis (99). Asi mismo, en placentas de
mujeres diabéticas también existe la presencia de este hallazgo (62). Junto a esto, Berceanu
et al. encontraron que la presencia de corangiosis fue mayor en aquellas placentas de mujeres
con diabetes tipo 1 (diabetes pregestacional) que aquellas que tuvieron diabetes gestacional
(115).

En casos de embarazos cursados con obesidad Roberts et al. no encontraron
diferencias en hipercapilaridad comparados con mujeres normopeso (105), al igual que en el
estudio de Brouwers et al. en el que no hubo diferencias significativas de corangiosis entre
mujeres con obesidad y normopeso (116). Sin embargo, los resultados obtenidos en este
proyecto de tesis evidenciaron una mayor frecuencia de corangiosis en ambos grupos de
embarazos de mujeres con obesidad al compararlos con el grupo de mujeres normopeso.
Nuestros resultados concuerdan con los hallazgos de Loardi et al., y Castejon & Lopez
quienes hallaron un aumento en el nimero de capilares en mujeres con obesidad (63, 117).
Ademas, la suplementacién con DHA no generarian cambios en la frecuencia de este

hallazgo histologico.
Inmadurez vellositaria

La méxima maduracion vellositaria se alcanza al tercer trimestre, con abundantes
vellosidades terminales de pequefio calibre (40-100 um), con poco estroma, y abundante
formacion de membrana vasculo-sincitial (118). El proceso de maduracion vellositaria puede
definirse en 4 etapas: (a) muy inmaduro (<25 semanas), (b) inmaduro (25-33 semanas), (c)

ligeramente inmaduro (34-38 semanas), y (d) maduro (39 semanas 0 mas) (119)
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El retraso de la maduracion es una entidad donde la maduracion de las vellosidades
placentarias terminales no ocurre o toma lugar en menor grado que en una gestacion normal
(120). Es un fenotipo placentario caracterizado por vellosidades terminales agrandadas, con
excesivo estroma hipercelular (121), capilares alejados de la periferia, y escasez de
membranas vasculo-sincitiales (119). En bajo aumento (10x) las vellosidades se ven
alargadas con una celularidad estromal y matriz extracelular aumentada (120). A mayores
aumentos la mayoria de los capilares no son periféricos resultando en una disminucion de la
membrana vasculo-sincitial. Ademas, el sincitiotrofoblasto que la rodea se ve mas grueso e
hipercelular (120).

La inmadurez se observa con mayor frecuencia en mujeres con intolerancia a la
glucosa, pero también se encuentra en asociacion con la obesidad materna, el aumento
excesivo de peso durante el embarazo, la obstruccién parcial e intermitente del cordén
umbilical, y algunos casos de restriccion del crecimiento fetal (119). El crecimiento normal
de la placenta se detiene después de las 37 semanas pasando a una transicion de crecimiento
nuevo a una diferenciacion. En casos de diabetes y obesidad materna, elevados niveles de
factores de crecimiento podrian inhibir la diferenciacion a vellosidades terminales,

promoviendo un crecimiento continuo (119).

Berceanu et al. estudiaron 53 casos de mujeres con diabetes mellitus o diabetes
gestacional. En su estudio encontraron que la inmadurez vellositaria se ha observado desde
el segundo trimestre, predominantemente en casos de diabetes gestacional con un 37,5%, por
lo que durante el tercer trimestre este hallazgo aumento progresivamente, superando el 40%
hacia el final del Gltimo trimestre, tanto para las pacientes con diabetes gestacional como para
aquellas con diabetes mellitus 1 (115). Esto concuerda con los hallazgos obtenidos por
Gheorman et al. quienes estudiaron 19 placentas de mujeres con diabetes, y este fendmeno

de inmadurez vellositaria fue observado en todos los casos estudiados (62).

En casos estudiados de mujeres con obesidad, Huang et al., Dubova et al. y Loardi et
al, compararon en reportes independientes, placentas de mujeres con obesidad versus
placentas de mujeres normopeso, encontrando que las vellosidades de placentas de mujeres

con obesidad eran menos maduras que aquellas de mujeres normopeso (54, 63, 122). Todos
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estos hallazgos concuerdan con los obtenidos en este proyecto en el que ambos grupos con
obesidad pregestacional presentaron mayor frecuencia de inmadurez vellositaria comparado
con el grupo control normopeso. Ademas, se observo que la suplementacién con DHA no
genera cambios en la frecuencia de este hallazgo histoldgico. No se ha reportado evidencia

de los efectos de la suplementacion con este tipo de omega-3 en la morfologia placentaria.

La importancia clinica de la inmadurez vellositaria no esta delineada completamente.
Se propone que las vellosidades son ineficientes con respecto al intercambio de nutrientes y
gases debido al aumento de la distancia de difusion, y a la falta de membranas vasculo-
sincitiales especializadas. Una segunda consideracion relevante es la frecuente asociacion de
inmadurez con placentas anormalmente grandes, lo que lleva a un aumento en la proporcion
de sustrato utilizado por la placenta a expensas del feto (120). Ademas, presenta un riesgo de
hipoxia fetal prenatal como consecuencia de la reducida capacidad de difusion de la placenta
(123).

FAT/CD36

FAT/CD36 es una proteina integral de membrana de 80 kD con dos dominios
transmembrana, y un gran bucle extracelular glicosilado (46). Posee una alta afinidad por
acidos grasos de cadena larga, especialmente acido araquidonico (AA) y DHA (47). En una
dieta excesiva de alimentos ricos en grasa, este transportador contribuye a la acumulacién de
lipidos y la disfuncion metabolica (48). En placenta se localiza tanto en la zona apical, en
contacto con la sangre materna, como en la membrana basal del sincitiotrofoblasto, en
contacto con los capilares fetales (93). Se ha demostrado que CD36 esta involucrado en la
absorcion de acidos grasos en el corazon y musculo esquelético, sin embargo, en placenta no
estd bien dilucidado aun su rol (93). Esta tesis evidencié una clara inmunomarcacion de
FAT/CD36 en vasos fetales dentro de las vellosidades coridnicas. Para entender cudl es la
funcién del transportador en dicha localizacion seran necesarios otros tipos de experimentos

que se disefien para responder dicha pregunta.

Segura et al. estudiaron 151 placentas de mujeres con sobrepeso, obesidad y diabetes
gestacional, y a través de gPCR encontraron que en los tres casos los niveles de expresion de

ARNmM de CD36, en placenta total, estaban aumentados (94). Resultados similares
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obtuvieron Dubé et al. quienes al comparar 6 placentas de mujeres normopeso y 6 placentas
de mujeres con obesidad, hallaron que los niveles de ARNm y de proteina de CD36 estaban
significativamente incrementados en placentas de mujeres con obesidad comparados con

embarazos normopeso (93).

Si es que la elevada expresion génica de CD36 finalizase con un aumento de los
niveles de proteinas, se podria sugerir que dicho efecto podria deberse a los altos niveles de
triglicéridos en mujeres con obesidad, aumentando asi la captacion y el metabolismo de
acidos grasos, incluyendo LDL oxidada en mujeres con obesidad, en comparacion con

mujeres de peso normal (93).

Interesantemente, se ha reportado que el sexo del feto influye en la expresion de
CD36. Brass et al., al estudiar placentas humanas, encontraron que en mujeres con obesidad,
el nivel de expresion de CD36 era menor en fetos masculinos, sin presentar cambios en fetos
femeninos, al compararlos con mujeres normopeso (124). Asi lo demuestra el estudio de
Reynolds et al. Sin embargo ellos no hallaron diferencias en la expresion de ARNm de CD36
en placentas de fetos masculinos, pero si un aumento de este transportador en las placentas
de fetos femeninos proveniente de mujeres con una dieta alta en grasas (125). Estos efectos
especificos del sexo pueden, al menos en parte, aludir a los mecanismos diferenciales de
restriccion del crecimiento fetal en la descendencia (125). Sin embargo, las placentas
utilizadas en esta tesis no se categorizaron segin sexo, ya que se propuso observar la

globalidad del fenémeno.

Este es el primer trabajo en reportar los efectos de la suplementacion con DHA sobre
la expresion y/o localizacién de FAT/CD36 en placentas provenientes de mujeres con
obesidad pregestacional, sin embargo no encontramos diferencias entre los grupos. Si se pudo
observar una leve tendencia a una mayor expresion de CD36 en placenta de mujeres con
obesidad pregestacional, que concordaria con los estudios de Dubé et al. (93) y Segura et al.
(94), sin embargo, es necesario aumentar el niUmero de muestras analizadas para confirmar
estos hallazgos. Sin embargo, no se realizaron analisis en pos de evidenciar un cambio de su

distribucion en la cara materna o fetal de la placenta, segun la condicién fisioldgica de la
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madre, ya que, los analisis se centraron en las vellosidades corionicas. Nuevas tecnologias

de andlisis de placas histoldgicas permitirian dilucidar dicha pregunta.

La suplementacion con Omega-3 ciertamente posee un efecto a nivel metabdlico en
la placenta. Asi lo indica el estudio de Calabuig-Navarro et al., quienes encontraron que la
inflamacion placentaria asociada a obesidad materna se redujo significativamente después de
una suplementacién diaria de 800 mg de DHA + 1.200 mg de EPA (71). En paralelo, la
suplementacion con Omega-3 demostrd ser capaz de reducir los lipidos (expresados en mg
por gramo de tejido) en un 28% en placentas de mujeres con obesidad y sobrepeso que fueron

suplementadas (71).

GPR120

Los &cidos grasos pueden funcionar como moléculas de sefializacién, actuando a
través de receptores en el citosol y la membrana celular. GPR120 es un receptor de membrana
acoplado a proteina G, mediador de los efectos antiinflamatorios y sensibilidad de la insulina

del &cido graso omega-3, acido docosahexaenoico (DHA) (50).

La disfuncién de GPR120 se ha encontrado asociada a la obesidad en humanos (50),
ya que en individuos con esta condicidn los niveles de expresion de GPR120 se encuentran
aumentados, por lo que se propone estaria implicado en la fisiopatologia de la obesidad (50).
Lo anterior también lo indican Ichimura et al., quienes encontraron que los niveles de ARNm
de GPR120 se incrementan en el tejido adiposo de individuos obesos comparado con el grupo

control normopeso (55).

Westhoff et al. evidenciaron que el receptor GPR120 esta presente en la placenta
humana, y que su expresion de ARNm esta disminuida en placentas de recién nacidos (RN)
masculinos por agentes proinflamatorios como la obesidad materna e IL-6 placentario (97).
En placentas de RN femeninos, GPR120 esta disminuido como consecuencia de alteraciones
del perfil lipidico de la madre como el colesterol y LDL (97). El estudio realizado por Lager
et al. demostr6 que GPR120 se localiza predominantemente en la membrana
microvellositaria del sincitiotrofoblasto de la placenta humana, y que su nivel de expresion

de proteinas no se encuentra alterado por el IMC materno (50).
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Otro estudio observo que el nivel proteico de GPR120 en el higado, aumenta en
ratones con una dieta alta en acidos grasos. Especificamente, cuando los animales fueron
suplementados con aceite de lino, rico en acidos grasos omega-3 (98). En humanos ain no
existe evidencia respecto a los efectos de la suplementacion con DHA sobre el receptor

GPR120 en tejidos placentarios provenientes de mujeres con obesidad.

Nuestros datos indican que la suplementacion con DHA no induce cambios en la
expresion de GPR120 incluso a dosis diferentes.

Efectos del DHA observados en el estudio

Para finalizar, las razones por las cuales en este estudio, no se obtuvieron los
resultados esperados en las placentas de los grupos con obesidad pregestacional, podrian estar
relacionadas a la cantidad de muestras por grupo experimental, ya que sélo se consiguid
estudiar 10 placentas por grupo; por lo tanto, el aumento del n muestral podria evidenciar las
diferencias entre las dosis de DHA.

Por otro lado, resulta importante resaltar las distintas dosis, la adherencia a la
suplementacion, y el tipo de Omega-3, ya sea solo DHA o mezclado con EPA, utilizado en
los diversos ensayos clinicos, lo que se traduce en una dificil comparacion de los resultados.
En relacion a esto, en el estudio de Calabuig-Navarro et al. (71), donde usaron una dosis de
800 mg de DHA, se logro reducir la inflamacion provocada por la obesidad. En otro estudio,
Szajewska et al. (86) usaron dosis mas altas de DHA (920 y 1183 mg) mezclados con EPA
y esta suplementacion logré aumentar la duracién del embarazo, reduciendo el riesgo de un
embarazo prematuro. Larqué et al. (87) emplearon dosis de 500 mg de DHA + 150 mg de
EPA y no encontraron diferencias en los niveles de expresion de CD36. Esto sugeriria que
500 mg de DHA no serian suficientes para generar cambios significativos a nivel de este
transportador de acidos grasos. Sumado a lo expuesto, se encuentra la adherencia materna a
la suplementacion. En este estudio se evidencid que en ambos grupos la adherencia fue
cercana a un 50%. En base a lo anterior se calcula que las voluntarias del grupo experimental

suplementado con 200 mg de DHA, realmente habrian consumido 100 mg de DHA, este
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valor esta por debajo de lo recomendado para mujeres en periodo de gestacion y podria no
hacer efecto. En el caso de las pacientes suplementadas con 800 mg de DHA su consumo
efectivo pudo ser de 400 mg, y esta dosis tampoco logré reducir la frecuencia de estos
hallazgos histolégicos. Esto indica que una suplementacién con dosis cercanas a los 400 mg
de DHA, el consumo real maximo de este estudio, no parecen ser suficientes para lograr

reducir los efectos provocados por la obesidad.

Directamente relacionado a lo planteado anteriormente, se encuentra la dieta materna.
Actualmente la dieta occidental presenta una relacion omega-6/omega-3 de 10-20:1, muy
distante del 1-2:1 que segun estudios mantenian nuestros antepasados cazadores recolectores
y que seria la 6ptima. Esto se traduce en una alimentacion sobrecargada a las grasas saturadas,
cereales, acidos grasos omega-6 y &cidos grasos trans, y una disminucion en la ingesta de
fibra y acidos grasos omega-3 (126). Esto conlleva a un estado proinflamatorio propio de la
obesidad, y a otras importantes alteraciones metabdlicas (127). Si analizamos la situacion, es
probable que estas mujeres hayan mantenido su nociva alimentacion, lo que sumado a la baja
adherencia a la suplementacién, es poco el efecto que podria ocasionar el DHA, lo que se
reflejaria en la ausencia de cambios en los resultados. Lamentablemente en este estudio no

se realizd una encuesta de alimentacion que nos pudiera ayudar a dilucidar este tema.

En el caso del receptor GPR120 la ausencia de cambios podria deberse, ademés de lo
comentado anteriormente, a la afinidad del receptor por este &cido graso omega-3, sin
embargo, son conjeturas que deben ser investigadas para su corroboracion ya que no existen

reportes relacionados a este tema.

Finalmente, debemos mencionar la implicancia del sexo del feto en la funcién
placentaria. Evans et al. mencionan que la placenta humana presenta dimorfismo sexual en
respuesta a entornos adversos, han reportado que los fetos masculinos se caracterizan por
presentar mayores desenlaces adversos al compararlos con fetos femeninos, potencialmente
debido a la disminucion de defensas antioxidantes en situaciones como la obesidad (128).
Otros autores como O’Tierney et al. han mencionado que los fetos femeninos son menos
influenciables que los fetos masculinos por variaciones en la dieta materna, ganancia de peso

y composicion corporal (129). Junto a esto, observaron que en fetos masculinos hay menores
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niveles de acidos grasos omega-3 (129). Los resultados del estudio podrian tener relacion
con lo mencionado anteriormente, ya que en el grupo de madres suplementadas con 200 mg
de DHA, 8 de las placentas corresponden a fetos femeninos, por lo que la ausencia de efecto
por parte del DHA podria guardar relacion con que la mayoria de las placentas corresponden
a fetos femeninos, y éstos podrian reaccionar en menor medida a las variaciones en la dieta
de la madre. En el caso de las placentas correspondientes al grupo de madres suplementadas
con 800 mg de DHA, solo 4 placentas corresponden a fetos femeninos; por lo que futuras
investigaciones deben disefiarse con un namero suficiente de muestras que permitan la
evaluacion de la posible diferencia entre sexos de los efectos inducibles por la

suplementacion con DHA.
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CAPITULO 8: CONCLUSION

Este estudio quiso evaluar si existia algin cambio dosis dependiente de DHA sobre
los hallazgos encontrados en la placenta por efecto de la obesidad. Nuestros resultados dieron
a conocer que a nivel histologico, efectivamente las placentas de mujeres con obesidad
pregestacional presentaron una mayor frecuencia de los cambios morfoldgicos mencionados
anteriormente. Sin embargo no se observaron los cambios esperados en los niveles de
expresion de FAT/CD36 y del receptor GPR120.

Concluimos, también, que dentro del marco estudiado en este proyecto,
aparentemente el DHA no conlleva ningun beneficio a nivel placentario, ya que los resultados
demuestran que se mantienen las alteraciones provocadas por la obesidad materna. Sin
embargo, puede ser que su efecto no sea evidente por fallas en el disefio del estudio, que se

detallan a continuacion.

8.1 Limitaciones

Una de las limitaciones de este proyecto de investigacion se relaciona con los grupos
experimentales, ya que se contd con un grupo control sin suplementacion con DHA, sin
embargo, no se pudo tener un segundo grupo control que si tuviera una suplementacion con
DHA para establecer una comparacién entre mujeres normopeso gque ayudara a esclarecer los
posibles efectos de este acido graso omega-3, independientemente del estado nutricional
materno. Ademas, dentro del disefio del estudio no se considerd un grupo de madres con
obesidad sin suplementacion con DHA, debido a estimaciones de que el nivel de DHA de
200 mg/dia es facil de alcanzar con una dieta adecuada. Sin embargo, su inclusion podria
haber contribuido a establecer una mejor comparacién con los grupos que si tuvieron
suplementacion, para profundizar y aclarar si los cambios son realmente significativos en los

casos de obesidad.

Una segunda limitacion, se relaciona con la cantidad de muestras por grupo
experimental, ya que se consiguid estudiar 10 placentas por grupo. Sin embargo, se hace

necesario tener en cuenta el estudio de un mayor nimero de muestras de manera tal que

98 | 123



futuras investigaciones aporten a los resultados de esta tesis y se logre que sean mas

representativos.

Por ultimo, como otra limitacién se tiene en conocimiento que la adherencia al
tratamiento (suplementacion con 200 y 800 mg de DHA) fue del 50%, por lo tanto, las
mujeres con obesidad pregestacional realmente consumieron la mitad de la suplementacion
necesaria para esta investigacion. Respecto a lo anterior, se podria sugerir que la dosis de
suplementacion no fue suficiente para generar cambios significativos, y para posibles futuras

investigaciones se debe tener en consideracion este factor.

8.2 Proyecciones

Finalmente, cabe mencionar que Seidman et al. estudiaron placentas y demostraron
la importante asociacion diagndstica del fenotipo endotelial CD15 con la inmadurez
vellositaria, ya que reportaron que la maduracion fetoplacentaria al final del embarazo se
correlaciona con la desaparicion de la inmunomarcacion de CD15 en los vasos placentarios
(123). Estos hallazgos podrian suponer un diagndstico mas preciso y acertado de la
inmadurez vellositaria en placentas de mujeres con embarazos riesgosos o complicados con

alguna patologia.

Dentro de las proyecciones se hace necesario realizar un andlisis y estudio mas
profundo de las alteraciones en la placenta provocadas por la obesidad materna, ya que es el
organo fundamental para el desarrollo del feto y todo lo ocurrido en la madre se ve reflejado
en este 6rgano por lo que es fundamental su estudio a cabalidad. Esto debido a que existe
poca informacién sobre los cambios morfoldgicos estudiados en este proyecto y sobre
posibles otras modificaciones que generen riesgos para la salud de la madre y el recién
nacido. Junto a esto, se podria realizar el estudio de otros transportadores de acidos grasos
involucrados en el metabolismo de la placenta y también, la utilizacion de otras técnicas

complementarias.

Ademas, este estudio muestra por primera vez los efectos del DHA en distintas dosis

sobre las vellosidades corionicas de placentas provenientes de madres con obesidad, tanto en
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su morfologia como en el nivel de expresion de FAT/CD36 y GPR120. A pesar de que los
resultados no fueron los esperados, este proyecto abre una linea de investigacion en la que se
pueda abarcar el estudio y analisis de otros tipos de terapias e intervenciones enfocadas en la
dieta y ejercicio, que puedan ayudar al entendimiento y mejoramiento de la calidad de vida
de mujeres que cursan un embarazo con obesidad, ademés de estudios enfocados en otros

mecanismos y factores metabolicos que pudieran verse influenciados con esta patologia.
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CAPITULO 10: APENDICE

Anexo 1: Toma de muestras

N o a ~ w b

©

10.

11.

Colocar la placenta con el lado fetal hacia arriba sobre una bandeja de diseccion pre
enfriada.

Cortar el cordon umbilical a 1 cm de la base, medir y guardar a 4°C si es necesario.
Cortar el amnios y descartar.

Pesar y fotografiar la placenta por ambas caras.

Medir la placenta en 3 dimensiones (largo x ancho x alto).

Colocar la placenta con el lado fetal hacia arriba y ubicar 3 sitios representativos.

De estos, tomar un trozo transversal de 1.5 x 2.5 cm que abarque todas las capas de
la placenta (placa corionica, trofoblasto y decidua)

Depositar los 3 trozos en un vaso precipitado con 100 ml de PBS 1x frio y lavar.
Repetir el paso anterior 2 veces méas o hasta que se haya eliminado la sangre por
completo.

Colocar los trozos en un frasco de polipropileno tapa rosca con 250 ml de Formalina
10% tamponada.

Mantener las muestras en formalina hasta su inclusion (maximo 72 hrs).

Superficie
fetal

Parénquima Superficie
velloso materna

Seccién
transversal
del disco
placentario
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Identificacién y etiquetado de las muestras

Para trabajar con las muestras de placenta, éstas fueron clasificadas de la siguiente manera:

e Grupo Normal: N
e Grupo Obesa 12: 012
e Grupo Obesa 13: O13

Cada placenta se enumerd del -1 al -10, y cada muestra del .1 al .3.
Ejemplo: 012-4.1, 012-4.2, 012-4.3. Grupo Obesa 12 - Placenta nimero 4 con tres muestras.

Los frascos con muestras en formalina serdn recepcionados en el laboratorio. Estos llegaran

identificados con el nombre del grupo de estudio y el niUmero de placenta.

Los cassette deben identificarse con el nombre del grupo de estudio, el nimero de la placenta

y el nimero de muestra. Este Gltimo fue designado de manera aleatoria.
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Anexo 2: Deshidratacion, aclaramiento e impregnacion

Deshidratacion

Etanol 70° 30 minutos
Etanol 80° 30 minutos
Etanol 95° | 30 minutos
Etanol 95° |1 30 minutos
Etanol 100° | 30 minutos
Etanol 100° I 30 minutos
Etanol 100° 111 30 minutos
Aclaramiento
Xilol | 15 minutos
Xilol 1l 15 minutos
Xilol 11 15 minutos
Impregnacion
Parafina | 30 minutos
Parafina Il 30 minutos
Parafina 111 30 minutos
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Anexo 3: Corte

1. Realizar cortes de 4 um de espesor en microtomo (Leitz, Wetzlar).

2. Colocar los cortes en el bafio estirado a 40°C

3. Tomar un corte y adherirlo a un portaobjeto tratado con polilisina, para la tincién de
Hematoxilina-Eosina

4. Tomar dos cortes y adherirlos a un portaobjetos con carga para la técnica de
Inmunohistoquimica. Un corte se utiliza para la técnica y el segundo corte como
control negativo.

5. Secar en estufa a 60°C durante 1 hora.
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Anexo 4: Tincidn de rutina Hematoxilina-Eosina

1.

O N o g B~ W

Desparafinacion

a- Xilol I (10 min)

b- Xilol Il (10 min)

c- Xilol 11 (10 min)
Rehidratacion:

a- Alcohol 100° (10 min)
b- Alcohol 100° (10 min)
c- Alcohol 95° (10 min)
d- Alcohol 70° (10 min)

Lavado en agua destilada (10 min)

Tincién nuclear con Hematoxilina de Harris durante 30 segundos.

Viraje en agua corriente (10 min)
Alcohol 95° (5 min)

Eosina alcohdlica, durante 4 segundos.
Deshidratacion:

Alcohol 95° (5 min)

Alcohol 100° (5 min)

c- Alcohol 100° (5 min)

d- Alcohol/Xilol (5 min)
Aclaramiento:

a- Xilol (5 min)

b- Xilol (5 min)

a
b

10. Cubrir con medio de montaje hidrofobo.
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Anexo 5: Protocolo inmunohistoquimica anti-CD36

1.

10.

11.
12.

13.
14.

Desparafinacion:

a- Xilol I (10 min)

b- Xilol Il (10 min)

c- Xilol 11 (10 min)

Rehidratacion:

a- Alcohol 100° (10 min)

b- Alcohol 100° (10 min)

c- Alcohol 95° (10 min)

d- Alcohol 70° (10 min)

Lavado en agua destilada (10 min)

Recuperacién antigénica en buffer citrato durante 15 minutos en vaporera (Oster)

(calentar buffer previamente durante 20 minutos). Luego enfriar a temperatura

ambiente con las placas en el buffer durante 15 minutos.

Lavado en agua destilada (10 min)

3 cambios en PBS 1X, 5 min cada uno.

Bloqueo de peroxidasa endogena con H202 (30%) al 3% en PBS 1X durante 30

minutos.

3 cambios en PBS 1X, 5 min cada uno.

Bloqueo de sitios inespecificos:

a- Aplicar Cas-Block (Invitrogen, 008120) durante 30 minutos a temperatura
ambiente.

b- Aplicar suero de cabra durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Incubacién del anticuerpo primario anti-CD36 (Policlonal, PA1-16813, Thermo

Fisher) en PBS/Tween20 en dilucién 1:100, durante la noche a 4°C.

3 cambios en PBS 1X, 5 min cada uno.

Incubacion con anticuerpo secundario anti-lgG de conejo (Jackson Inmunoresearch,

111-035-003), hecho en cabra en dilucion 1:500 en PBS 1X pH 7.2 durante 1 hora.

3 cambios en PBS 1X, 5 min cada uno.

Revelado cromogénico con NovaRed kit (Vector, SK-4800) durante 2’ y 30” de

acuerdo con la siguiente proporcion:
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Agua destilada 1 2 3 H202

2,5 ml 75 ul 50 ul 50 ul 50 ul
1,25 ml 38 ul 25 ul 25 ul 25 ul
625 ul 19 ul 12,5 ul 12,5 ul 12,5 ul
313 ul 9,5 ul 6,25 ul 6,25 ul 6,25 ul

15. Lavado en agua destilada (5 min)
16. Contraste con Hematoxilina de Harris (10-15 segundos)
17. Viraje en agua corriente (10 min)
18. Deshidratacion:

a- Alcohol 95° (dipping)

b- Alcohol 100° (dipping)

c- Alcohol 100° (dipping)

d- Alcohol/Xilol (dipping)
19. Aclaramiento:

a- Xilol (5 min)

b- Xilol (5 min)

20. Cubrir con medio de montaje hidréfobo.

Preparacion PBS 1X: 100 ml de solucion madre PBS 10X + 900 ml de agua destilada.

Preparacion buffer citrato: 50 ml buffer citrato + 450 ml de agua destilada.
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Anexo 6: Protocolo inmunohistoquimica anti-GPR120

1.

10.

11.
12.

13.
14.

Desparafinacion:

a- Xilol I (10 min)
b- Xilol Il (10 min)
c- Xilol 11 (10 min)

. Rehidratacion:

a- Alcohol 100° (10 min)
b- Alcohol 100° (10 min)
c- Alcohol 95° (10 min)
d- Alcohol 70° (10 min)

. Lavado en agua destilada (10 min)
. Recuperacién antigénica en buffer citrato durante 15 minutos en vaporera (Oster)

(calentar previamente durante 20 min) Luego enfriar a temperatura ambiente con las

placas en buffer durante 15 min.

. Lavado en agua destilada (10 min)
. 3 cambios en PBS 1X, de 5 min cada uno.
. Blogueo de peroxidasa enddgena con H202 (30%) al 3% en PBS 1X durante 30

minutos.

. 3 cambios en PBS 1X, de 5 min cada uno.
. Blogueo de sitios inespecificos:

a- Aplicar Cas-Block (Invitrogen, 008120) durante 30 minutos a temperatura
ambiente.

b- Aplicar suero de cabra durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Incubacion del anticuerpo primario anti-GPR120 (Policlonal, HPA042563, Sigma-

Aldrich) en PBS/Tween20 en dilucién 1:50, durante la noche a 4°C.

3 cambios en PBS 1X, de 5 min cada uno.

Incubacion con anticuerpo secundario anti-lIgG de conejo (Jackson Inmunoresearch,

111-035-003), hecho en cabra. Diluido 1:500 en PBS 1X pH 7.2 durante 1 hora.

3 cambios en PBS, de 5 min cada uno.

Revelado cromogénico con NovaRed kit (Vector, SK-4800) durante 3’ y 30” de

acuerdo con la siguiente proporcion:
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Agua destilada 1 2 3

15.
16.
17.
18.

19.

20.

2,5 ml 75 ul 50 ul 50 ul
1,25 ml 38 ul 25 ul 25 ul
625 ul 19 ul 12,5 ul 12,5 ul
313 ul 9,5 ul 6,25 ul 6,25 ul

Lavado en agua destilada (5 min)
Contraste con Hematoxilina (25 segundos)
Viraje en agua corriente (10 min)
Deshidratacion:

a- Alcohol 95° (dipping)

b- Alcohol 100° (dipping)

c- Alcohol 100° (dipping)

d- Alcohol/Xilol (dipping)
Aclaramiento:

a- Xilol (5 min)

b- Xilol (5 min)

Cubrir con medio de montaje hidréfobo.

H202

50 ul

25 ul

12,5 ul

6,25 ul

Preparacion PBS 1X: 100 ml de solucion madre PBS 10X + 900 ml de agua destilada.

Preparacion buffer citrato: 50 ml buffer citrato + 450 ml de agua destilada.
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Anexo 7: Acta de aprobacién comité de ética.

SERVICIO DE SALUD METROPOLITANO SUR ORIENTE
COMITE ETICO-CIENTIFICO

ACTA DE APROBACION EXPEDITA
Santiago, Chde 05 de octubre del 2017

L3, Dra. Paola Casanello, Investigacdor para el Centro Hospital Dr. Sotero del Rio,
Estudio ref.: Programacion fetal de la respunsta Inflamatoria y 1o grasa corporal par la
cbesdad materna: papel del DHA on la modulscidn de las marcas epigenéticas de
obesidad y enfermedad matabdlica

Ha hecho Begar a este Comito 105 siguientes documentos:

* Enmienda.
* Cansentimsanto Informado, Grupo Control, V.3 del 10,05.2017

* Corsentimiente Informado, version 4 del 26.9.2017.

Revisada 13 documentacidn enviada y tenlendo en consideracion gue los cambios no
alteran ks walidez del estudio, ni Implican riesgos a los pacientes, se % otorga
APROBACION EXPEDITA.

e e ——
—y——— —

Dr. Patricio Michawd Ch,
Presidente

Comité Etica Centifico
Servicka de Sslud Metropolitana Sur Qrieme

CeArchno

Av. Concha y Torn 1454 - Faragere 30, Vi, Mackenna - Teltfonos: 225762401 - 229765168 - Puente Ao
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SERVICIO DE SALUD METROPOLITAND SUR ORIENTE

COMITE ETCOCIENTIFCO
ACTA DE APROBACION
Miembros dal Comité de Ev Cie iiparon en la
08 de Junio del 2017

Comité constituida en conformidad a ls resalucion exenta N*2886 del Servico de Salud
Metrapalitana Sur Oriente de facha de fechs 06 de julio 2009,
Acreditado par SEREMI de Salud 019892 de fecha 14 Abril 2014,

Dr. Patricio Michaud Ch, 5.5.M.5.0. Presidente def Comité

Sra. Veronlca Cantuarias B. Enfermera matrana. Hospital Fadre Hurtado
Dr. Robert Davis €, Haspital Sétera del Rio

Dr. Gonzalo Menchaca 0. Hospital Stero del Ria

Sra. Ediith Mora San M. Askstente Socisl, Hospital Sétero del Rio.

Sr. Jase Luks Rivadeneira Dominguez, Abogado S.5.M.5.0,

Estudio: Programacitn fetal de la respuesta Inflamatoria y ka grasa corporal por ks
abesicad materns: papel del DHA en la modulacién de s marcas epigenéticas de
obesidad y enfermedad metabdlica.

Investigador R ble: Dra. Pacla C il

Co Investigador Local: Dr. Juan Pedro Kusanowic

Patrocinio: FONDECYT

Centros: Haspital Dr, Sotero del Rio

Fecha Aprobacién: 08 de junio del 2017,

Este infarme se refiare 8 & revision que o Comitis hico de los sipwiertes documentas:

El proyecto en la versidn arigingl oprobada por Fosdecyt

El resumen de la propuesta de smvestigacién traduckda al espadol

El protocolo abreviade traducido ol =spafal

£l CV del investigadior Responsable

El Comsentimiznto infarmado ya sgecbade y timbrado por el Comité de Etica del INTA

La carta de osceptacdn y opinién fundads del Jefe del Senido de Obstetricia y
Ginecologla

Evaluacién Etlca,

54 rata de ko continuacion de une lnea de investigacide en obedidad  y marcador de
Iodlaenacian
Se hard en mades obesas que redbleron DA en 2 dosis diferentes y madres de peso normal.

Ay, Conchr y Taro MAS - Paredere 30, We. » -

JI8¥ 085S - « Fueate Alto
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