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Resumen

Contexto: un ambiente materno obesogénico puede impactar directamente tanto sobre la
funcién placentaria como el desarrollo y crecimiento del feto. La enzima 11p hidroxiesteroide
deshidrogenasa tipo 2 (11B-HSD2), ubicada en sincitiotrofoblasto, inactiva el cortisol
transformandolo en cortisona para limitar su paso directo a circulacién fetal. Diversas
investigaciones proponen que una alta exposicion a los glucocorticoides se asocia con una
reduccion del perimetro cefalico al nacer, aumento de la distraccion y falta de atencion, entre
otras diversas alteraciones.

Objetivo: determinar la expresion proteica de 11B-HSD2 en muestras de placenta a
término clasificadas de acuerdo al IMC.

Metodologia: estudio de tipo corte transversal analitico. Para el desarrollo de la
investigacion se reclut6 una poblacién de 300 gestantes que asistieron al trabajo de parto en
una IPS de la ciudad de Cali, se eligié para el cumplimiento del objetivo de este estudio una
muestra de 15 tejidos placentarios (5 de cada grupo clasificado de acuerdo al IMC), previa
firma de consentimiento informado. Las muestras de tejido placentario provenientes de las
mujeres gestantes clasificadas de acuerdo al IMC fueron analizadas por inmunohistoquimica
para la enzima 11B-HSD?2. La inmunomarcacién se evalué por medio de software Image
Pro Plus V 6.0. Los resultados se indican como la media * EE. Se consideraron diferencias
significativas cuando p< 0.05.

Resultados: la enzima 11B-HSD2 se expresd en el citoplasma del sincitiotrofoblasto que
reviste las vellosidades placentarias, con expresion menor en las placentas provenientes de
mujeres con obesidad pregestacional en comparacién con las de mujeres normopeso (p<
0.05). Por tanto, se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre ambos
grupos.
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Destacados

= El anélisis inmunohistoquimico

de fragmentos de tejido
placentario organizados en
microarreglos representa una
técnica (til para el anlisis de
moléculas como la 118-HSD2 en
diferentes areas de dicho 6rgano.

= Laobesidad pregestacional es

una condicién que posiblemente
altera el estado de diferentes
moléculas a nivel placentario,
en este caso, se observd una
disminucion de la expresion
proteica de la 11-HSD2 en las
gestantes.

= Laalteracibn en la expresién

de la enzima 118-HSD2 a

nivel placentario en mujeres

con obesidad pregestacional se
puede relacionar con un nivel
elevado de cortisol en circulacion
fetal, lo cual genera en el feto
alteraciones en el desarrollo y
crecimiento.
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Conclusiones: iniciar la gestacion en estado de obesidad afecta la expresion proteica de la
enzima 11B-HSD?2, lo cual comprometeria el control de los niveles de cortisol que alcanza
la circulacion fetal.

Palabras clave: embarazo, hidroxiesteroide deshidrogenasas, inmunohistoquimica,
obesidad materna, placenta, vellosidades coribnicas, glucocorticoides.
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Expression of the enzyme 11p-hydroxysteroid
dehydrogenase type 2 in placenta at term of the obese

pregnant woman

Abstract

Context: An obesogenic maternal environment can directly impact both placental function
and fetal growth and development. The enzyme 11B Hydroxysteroid Dehydrogenase
type 2 (11B-HSD?2), located in syncytiotrophoblast, inactivates cortisol converting it into
cortisone to limit its direct passage to fetal circulation. Several studies propose that high
glucocorticoid exposure is associated with reduced head circumference at birth, increased
distractibility and inattention, among other alterations.

Objective: To determine the protein expression of 11p-HSD2 in term placenta samples
classified according to BMI.

Methodology: Analytical cross-sectional study. For the development of the research, a
population of 300 pregnant women who attended labor at an IPS in the city of Cali was
recruited and a sample of 15 placental tissues (5 from each group classified according to
BMI) was chosen to fulfill the objective of this study after signing an informed consent form.
Placental tissue samples from pregnant women classified according to BMI were analyzed
by immunohistochemistry for the 11p-HSD2 enzyme. Immunolabeling was evaluated by
Image Pro Plus V 6.0 software. Results are shown as mean * SE. Significant differences
were considered when p < 0.05

Results: The 11-HSD2 enzyme was expressed in the cytoplasm of the syncytiotrophoblast
lining the ccgplacental villi; its expression was lower in placentas from women with
pregestational obesity compared to placentas from normopese women (p< 0.05). Therefore,
statistically significant differences were found between the two groups.

Conclusion: Starting gestation in a state of obesity affects the protein expression of the
enzyme 11B-HSD?2, which would compromise the control of cortisol levels reaching the
fetal circulation.

Key words: Pregnancy, Hydroxysteroid dehydrogenases, Immunohistochemistry, Maternal
obesity, Placenta, Chorionic Villi, Glucocorticoids

Highlights

= The immunohistochemical

analysis of fragments of
placental tissue organized in
microarrays represents a useful
technique for the analysis of
molecules such as 11B-HSD2 in
different areas of this organ.

= Pregestational obesity is a

condition that possibly alters the
status of different molecules

at the placental level; in this
case, a decrease in the protein
expression of 11p-HSD2 was
observed in pregnant women.

= The alteration in the expression

of the enzyme 11p-HSD2 at the
placental level in women with
pregestational obesity may be
related to an elevated level of
cortisol in fetal circulation. This
may generate alterations in fetal
development and growth.

Introduccién

D urante 1a gestacion, es importante que la
madre se habitle a una dieta balanceada para
lograr un embarazo saludable que garantice
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una adecuada formacién y desarrollo fetal (1).
En los Gltimos 20 afios, ha habido un aumento
rapido y preocupante en la prevalencia de
obesidad materna en todo el mundo. En los
Estados Unidos y en Europa, se ha observado
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un comportamiento similar, con un porcentaje
significativo de mujeres en edad reproductiva que
tienen sobrepeso (64 %) u obesidad (35 %)(2).
Estos datos sugieren que la obesidad materna
es un problema de salud publica importante que
afecta a muchas poblaciones en todo el mundo.
En Colombia, de acuerdo con la informacion
obtenida en la Encuesta Nacional de la Situacion
Nutricional (ENSIN, 2010), se ha observado
una tasa preocupante del 34,6 % de gestantes
con exceso de peso para la edad gestacional, de
las cuales el 24,8 % tenian sobrepeso y el 9,8
% obesidad (3), lo que sugiere que la obesidad
materna también es un problema grave en este
pafs. En una investigacién llevada a cabo en la
ciudad de Cali, se estudié la relacién entre la
mortalidad fetal temprana y el estado nutricional
de la madre. Los resultados mostraron que hubo
una alta proporcién de mujeres embarazadas con
obesidad (IMC > 30 kg/m?), correspondiendo al
13,1% de los casos estudiados (4).

En el embarazo, el estado de obesidad
aumenta el riesgo de ocurrencia de trabajo de
parto pretérmino, cesarea primaria, morbilidad
perioperatoria, hipertension, preeclampsia,
diabetes gestacional, infeccion puerperal; sin
embargo, el impacto puede extenderse mas alla
de la etapa neonatal y generar complicaciones a
largo plazo en el individuo adulto con obesidad,
diabetes, hipertensién, sindrome metabdlico,
etc. (5-8). Por otra parte, la placenta, encargada
del intercambio de nutrientes y desechos entre
la madre y el feto, es indispensable para un
desarrollo adecuado del embarazo (9). Su funcién
también es modular la exposicion del feto a los
glucocorticoides, protegiéndolo por medio de una
barrera a nivel del sincitiotrofoblasto donde se
encuentra la enzima 11p-HSD2 que metaboliza
el cortisol (80% - 90 %) inactivindolo a cortisona
(10-12).

Evaluar la expresion de la enzima 11p-HSD?2
por medio de inmunohistoquimica en tejidos
placentarios  provenientes de  gestantes
normopeso y con obesidad permitira aumentar
el grado de comprensién acerca de la influencia
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que dicha condicién tiene sobre la regulacién
molecular de la barrera feto-placentaria.

Métodos

Tejido placentario

En este estudio preliminar de tipo corte
transversal analitico, se incluy6 el analisis de la
placenta a término proveniente de mujeres, que
dieron su firma en el consentimiento informado,
entrelos 18y 37 afios de edad, con embarazo Gnico,
sin preeclampsia, diabetes gestacional, alteraciones
de las hormonas tiroideas o inmunoldgicas y sin
administracion de glucocorticoides por amenaza de
parto pretérmino. Las gestantes fueron clasificadas
de acuerdo con su IMC calculado al inicio y al final
de la gestacion con el fin de ubicar a las gestantes
dentro de cada grupo y siguiendo los criterios
expuestos en las Guias de Practica Clinica en
Colombia y la OMS (13). Las participantes fueron
divididas en tres grupos, de los cuales se obtuvieron
15 placentas: cinco gestantes normopeso (GN:
18,5 kg/m? 24,9 kg/m?), cinco gestantes con
obesidad pregestacional (GOP: inicio de embarazo
con IMC>30kg/m?) y cinco gestantes con obesidad
gestacional (GOG: ganancia de peso durante el
embarazo superior a 13 kg). A partir de la poblacién
equivalente a 300 gestantes, se calculd un tamafio
muestral de 60 mujeres en el proyecto marco
“Hormonas tiroideas en la gestante obesa y su uso
como biomarcadores de salud materno fetal” y para
dar cumplimiento al objetivo de la investigacion,
se eligié un conjunto de 15 tejidos placentarios.
El presente estudio conté con el aval del Comité
Institucional de Revision de Etica Humana de
la Universidad del Valle, aval cédigo interno
E028-021.

Cada placenta fue dividida en cuatro
cuadrantes, a partir de los cuales se obtuvieron
muestras del lado fetal (vellosidades coridnicas),
que fueron fijadas en paraformaldehido, incluidas
en parafina y organizadas en microarrays. Luego
de cada microarray, se realizaron tres cortes
seriados de 4 pm de grosor (figura 1).

http://revistaendocrino.org/index.php/rcedm
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Figura 1. Placenta humana a término dividida en cuatro cuadrantes
para proceso de inmunohistoquimica

Fuente: elaboracion propia.

Proceso de inmunohistoquimica

En el proceso de inmunohistoquimica, 15
portaobjetos con microarrays de tejido placentario
se sometieron a una recuperacioén antigénica con
tampon Tris—-EDTA pH 9,0 (0,01M) en calor
himedo durante 20 minutos. Posteriormente
las muestras fueron incubadas con 1,0 pg/mL de
anticuerpo policlonal contra la enzima 11-HSD2
humana (rabbit-Invitrogen-PA5-79399), diluido
en PBS, a 4 °Cdurante toda la noche. Para realizar
el control negativo, las muestras se incubaron
en PBS con omisién de anticuerpo primario.
Finalizada la incubacion, se realizaron dos lavados
por 3 min con PBS-Ty dos lavados adicionales con
PBS por 3 min. Luego se incubé con anticuerpo
secundario por 10 min siguiendo las instrucciones
del kit UltraVision Quanto Detection System HRP
(Thermo). Para el revelado de la inmunomarcacion
se utilizé el cromogeno 3’ 3’ Diaminobenzidina
(DAB, Abcam) por 30 segundos. La contratincion
se realiz6 aplicando hematoxilina de Harris (14).

Para el analisis de la inmunohistoquimica, se
empled el microscopio Leica DM750 con camara
acoplada Leica ICC50 W. Doce microfotografias
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por muestra fueron tomadas a 10X. Las 180
imagenes obtenidas se analizaron utilizando el
software Image Pro Plus V 6.0. La intensidad de
inmunomarcacion fue reportada como el promedio
de DOI (densidad 6ptica integrada), medido en
unidades arbitrarias (UA).

Analisis estadistico

En esta investigacion se planted como
hipbtesis nula (HO) que la expresion de la enzima
11B-HSD2 no se encuentra alterada en la placenta
de gestantes a término agrupadas por IMC. El
analisis estadistico fue realizado con el programa
SPSS V27 Premium (IBM, Nueva York, EE. UU.)
y se utilizd un valor de p £ 0,05 como limite de
significacion estadistica. Se aplicd la prueba de
normalidad de Shapiro-Wilk en la evaluacién de
la distribucion de los datos, por medio de la cual
se aceptd que estos presentan una distribucion
normal (p >0,1) y analisis de varianza (ANOVA)
para el andlisis de la enzima 11B-HSD2 entre
los tres grupos de gestantes. Los resultados se
presentan como la media % el error estandar (EE).
(15).
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Resultados
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Figura 2. Inmunomarcacién de la enzima 11B-HSD?2 en placenta a término

Nota. A) Control negativo por omisién de anticuerpo primario; B) Tejido
placentario de gestante normopeso; C) Tejido placentario de gestante con
obesidad pregestacional; D) Tejido placentario de gestante con obesidad

gestacional (D). Aumento: 10X

Fuente: elaboracién propia.

En las microfotografias obtenidas durante
el estudio (figura 2), la expresion de la enzima
11B-HSD2 se evidencid en el citoplasma del
sincitiotrofoblasto que reviste las vellosidades
placentarias, lo cual se denota en color
café; la inmunomarcacion fue mayor en las
microfotografias B (tejido placentario de gestante
normopeso) y D (tejido placentario de gestante
con obesidad gestacional).

Volumen 10, nimero 3 de 2023

298

Segln el analisis estadistico de la DOI (figura
3), al comparar los valores de unidades arbitrarias
entre los tres grupos, en las gestantes con
obesidad pregestacional se presentdé el menor
valor (5,20 £ 0,45 UA), lo cual indica una menor
expresion de la enzima 11p-HSD?2.
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Figura 3. Anélisis comparativo de la media de DOl de la
enzima 11B-HSD2 en la placenta a término

Nota: GN: Gestante normopeso; GOP: Gestante con
obesidad pregestacional; GOG: Gestante con obesidad
gestacional. La DOI se expresa en unidades arbitrarias (UA)

*p<0,05 y #p<0,02.
Fuente: elaboracién propia.

Discusién

La expresion proteica de la enzima 11p-HSD?2
analizada en las placentas de mujeres con
diferentes grados de obesidad permite entender
la relacion de esta patologia con un incremento en
las condiciones desfavorables para el crecimiento
y desarrollo del feto.

Los resultados de este estudio sugieren que
iniciar el embarazo en estado de obesidad se
asocia con una disminucién en la expresion de
la enzima a nivel placentario, especificamente
en la zona del sincitiotrofoblasto donde se lleva
a cabo el intercambio materno-fetal. Lo anterior
representaria para los fetos una mayor exposicion
a niveles elevados de cortisol. Este incremento
en el cortisol se convierte en un riesgo directo
para el sistema nervioso embrio-fetal, dado
que puede producir cambios en el sistema de
neurotransmisores, la funcion de las células
gliales y el desarrollo neuronal. También se
presentan afectaciones en la curva de desarrollo y
crecimiento fetal (16-19). Adicionalmente, dicho
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exceso esta asociado con mayor presion arterial
en nifios de 3 afios, cambios en la composicién
corporal a los 5 afios de edad y déficit de atencion
(11). Por otra parte, se evidenci6 que cuando
la obesidad se presenta durante el periodo
gestacional, existe un incremento, aunque no
significativo, de la 11B-HSD2 en comparacién
con gestantes normopeso, que puede indicar
una posible respuesta adaptativa protectora. De
acuerdo con la literatura, el ambiente metabélico
materno puede afectar en la placenta su
crecimiento temprano, la expresion de diversos
genes y las funciones de esta (20).

Lazo de la Vega y colaboradores analizaron
la expresion de la enzima 11p-HSD?2 placentaria
en gestantes sanas cuyos recién nacidos se
clasificaron como nacidos pequefios para la
edad gestacional (PEG) o adecuados para edad
gestacional (AGA). Estos autores mostraron
una reduccién en la expresion enzimatica vy
mayor metilacion del promotor de la 118-HSD?2
en las placentas de los recién nacidos PEG en
comparaciéon con las placentas de los recién
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nacidos AGA; dichos hallazgos indican la presencia
de posibles mecanismos epigenéticos requlatorios
de la enzima 11B-HSD2, los cuales representan
un riesgo para el desarrollo de enfermedades
metabdlicas postnatales. Ademas, se muestra un
impacto directo de la reduccién de la enzima sobre
el peso fetal como consecuencia del exceso de
glucocorticoides en el Gtero (21).

Mina y colaboradores (22) evaluaron los
niveles de RNAm de la 11p-HSD2 en muestras
placentarias obtenidas del lado materno de
gestantes clasificadas como delgadas y con
obesidad severa, sin observar diferencias en la
expresion de la enzima. Si bien estos resultados
difieren de los presentados en el actual estudio,
cabe resaltar que los origenes de la decidua (cara
materna placentaria) y la region coridnica (cara
fetal placentaria) pueden ser claramente disimiles
en la expresion de esta enzima. Es mucho mas
sensible el componente placentario fetal a las
variaciones de los niveles de glucocorticoides
intrauterinos.

En cuanto a las limitaciones de este estudio,
se reconoce la falta de datos relacionados con
la expresion del gen que codifica para la enzima
11B-HSD2 placentaria, pero se destaca como
fortaleza la distribucién de los diferentes grupos
de gestantes segin el IMCy las recomendaciones
de las guias de practica clinica, asi como la
organizacion de los tejidos en microarrays que
representa la placenta en su totalidad.

Conclusiones

Con base en los resultados obtenidos en este
estudio, se puede concluir que la obesidad previa
al estado de gestacion tiene un efecto significativo
en la expresion de la enzima 11B-HSD2, dado
que esta fue menor en las placentas provenientes
de mujeres con obesidad pregestacional (5,20 *
0,45 UA) en comparaciéon con las placentas de
mujeres normopeso (6,80 £ 0,57 UA; p<0,05) y
obesas gestacionales (8,10 £ 0,57 UA; p<0,02),
lo anterior es contrario a lo planteado en la
hipbtesis nula. Esto, a su vez, puede generar
niveles excesivos de cortisol en el feto durante el
embarazo, lo cual se traduciria en alteraciones en
su desarrollo que logran manifestarse inclusive
en la adultez (22). Es importante tener en cuenta
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que estos efectos pueden ser sutiles y dificiles de
detectar en el corto plazo, por lo que se requieren
estudios mas amplios y longitudinales para
comprender las consecuencias a largo plazo de
la obesidad materna en la salud del feto y recién
nacido.
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