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RESUMEN

La periodontitis es una de las enfermedades inflamatorias cronicas orales mas
frecuentes que afecta hasta al 50% de las mujeres embarazadas. Se ha demostrado una
asociacion entre periodontitis y complicaciones de la gestacion. Las mujeres embarazadas
con infeccién oral cronica activa tienen un riesgo de dos a cuatro veces mayor de parto pre-
término, pre-eclampsia (PE) y restriccion del crecimiento fetal (RCF), las ultimas asociadas a
defectos en la placentacidon. Estas complicaciones asociadas a defectos en la placentacion
son un problema de salud publica mundial ya que contribuyen en mayor medida a la
morbimortalidad materna y neonatal. Porphyromonas gingivalis (Pg) es considerado uno los
patégenos mas importantes en la inflamacion periodontal. Pg libera vesiculas de membrana
externa (OMV) que contienen diversos factores de virulencia y son fundamentales en los
mecanismos patogénicos de la bacteria. Pg se ha detectado en fluido amniético, placenta y
placa subgingival en pacientes con complicaciones gestacionales. Si bien se han acumulado
numerosas evidencias de estudios epidemioldgicos y disefios in vivo e in vitro que confirman
la asociacion entre enfermedad periodontal y evolucion adversa del embarazo, al presente

no hay suficientes pruebas de una relacion causal.

Durante la gestacion temprana, las células trofoblasticas adquieren perfiles
funcionales y fenotipicos con capacidad de proliferar, diferenciarse a fenotipos que migran e
invaden el estroma decidual, formar sincicios, participar en la transformacion vascular y en el
transporte de nutrientes al feto y de modular la respuesta inmune frente a patégenos o injuria
exacerbada a través de su interaccion con leucocitos maternos. Dichos procesos requieren
un fino control por factores maternos y fetales para mantener la homeostasis placentaria y
asegurar un adecuado crecimiento fetal. Esta reportado que una transformacion deficiente o
incompleta de las arterias maternas e insuficiencia placentaria se asocian con patologias
gestacionales como PE y RCF. En este sentido, la infeccion materna crénica con patdégenos
orales podria alterar la homeostasis placentaria afectando el desarrollo normal de la placenta

y el crecimiento fetal.

El objetivo de este proyecto es investigar el efecto de factores de virulencia de
patdégenos periodontales sobre la funcion endovascular de las células trofoblasticas y su
impacto en la remodelacion vascular. En este trabajo enfocamos el efecto de OMV de P.
gingivalis, una bacteria anaerobia reconocida por estar asociada a déficit placentario y

complicaciones de la gestacion.



Para abordar este objetivo, se utilizaron dos disefios experimentales. Por un lado,
disefos in vitro con células humanas utilizando la linea celular derivada de trofoblasto de
primer trimestre HTR-8, la cual fue tratada con OMV-Pgq, y la linea celular endotelial EA.hy926.
Por otro lado, se realizaron ensayos in vivo en un modelo de gestacion murina utilizando
hembras de la cepa C57BL/6 que fueron tratadas con una unica dosis de OMV-Pg al dia 6,5
de gestacion para determinar el efecto del tratamiento sobre la placentacién y la evolucion de

la gestacion, con foco en la remodelacion vascular.

Nuestros resultados demuestran que el tratamiento de las células trofoblasticas con
OMV-Pg produce un desequilibrio en el balance de expresion de mediadores pro- y anti-
angiogénicos respecto a las células control. A su vez, el medio condicionado de dichas células
afecta la funcion de las células endoteliales que se evidencia con una reduccién en su
capacidad de migrar, un aumento en la adhesion de células inmunes y mayor produccién de
especies reactivas del oxigeno. Los ensayos in vivo realizados al dia de gestacion 8,5,
muestran que el tratamiento con una dosis de OMV-Pg al dg 6,5 induce alteraciones
histolégicas con aumento en la expresion del marcador de células trofoblasticas gigantes
Pri3d1, asociado a una deficiencia en la diferenciacion de las células trofoblasticas. Asimismo,
en los sitios de implantacion de las hembras al dg 8,5 que fueron tratadas con OMV-Pg
encontramos una disminucion en la expresion de los marcadores angiogénicos VEGF-A y
PIGF que se encuentra acompanado con una disminucién en la expresioén del factor HIF-1a.
Por otro lado, estos sitios de hembras tratadas con OMV-Pg presentan un aumento en la
produccion de especies reactivas del oxigeno respecto a los sitios de implantacion de las
hembras control. Por ultimo, al evaluar marcadores inmunes encontramos una disminucién
en la expresion de la citoquina IL-1B e IL-15, sin evidenciar cambios en la expresién de MCP-
1 e IL-6.

En conjunto, los resultados respaldan un papel patogénico de las OMVs de Pg en las
primeras etapas del embarazo y la placentacion, a través de la disrupcion de la contribucion
de las células trofoblasticas a la transformacion vascular y al mantenimiento de la

homeostasis placentaria.

Con este estudio esperamos aportar conocimiento original sobre los mecanismos
etiopatogenicos de complicaciones de la gestacion asociadas a altas tasas de
morbimortalidad materna y neonatal aportando evidencias que demuestren de forma causal
la asociacion entre bacterias causantes de infecciones periodontales y complicaciones de la

gestacion.



ABSTRACT

“Effect of outer membrane vesicles from Porphyromonas gingivalis on the interaction

of trophoblastic cells with endothelial cells and their impact on vascular remodelling”

Periodontitis is one of the most common chronic inflammatory oral diseases, affecting
up to 50% of pregnant women. An association has been demonstrated between periodontitis
and pregnancy complications. Pregnant women with active chronic oral infections have a two
to four times higher risk of preterm birth, pre-eclampsia (PE), and fetal growth restriction
(FGR), the latter associated with defects in placentation. These complications related to
defects in placentation are a global public health issue as they significantly contribute to
maternal and neonatal morbidity and mortality. Porphyromonas gingivalis (Pg) is considered
one of the most important pathogens in periodontal inflammation. Pg releases outer
membrane vesicles (OMVs) containing various virulence factors, which are crucial in the
bacterium's pathogenic mechanisms. Pg has been detected in amniotic fluid, placenta, and
subgingival plaque in patients with gestational complications. While numerous epidemiological
studies and in vivo and in vitro designs have accumulated evidence confirming the association
between periodontal disease and adverse pregnancy outcomes, there is currently insufficient

evidence of a causal relationship.

During early pregnancy, trophoblast cells acquire functional and phenotypic profiles
with the ability to proliferate, differentiate into migratory and invasive phenotypes in the
decidual stroma, form syncytia, participate in vascular transformation, and transport nutrients
to the fetus, while modulating the immune response to pathogens or exacerbated injury
through interaction with maternal leukocytes. These processes require fine control by maternal
and fetal factors to maintain placental homeostasis and ensure adequate fetal growth. It is
reported that deficient or incomplete transformation of maternal arteries and placental
insufficiency are associated with gestational pathologies such as PE and FGR. In this sense,
chronic maternal infection with oral pathogens could disrupt placental homeostasis, affecting

normal placental development and fetal growth.

The objective of this project is to investigate the effect of virulence factors from
periodontal pathogens on the endovascular function of trophoblastic cells and their impact on
vascular remodelling. This study focuses on the effect of Pg OMVs, an anaerobic bacterium

known to be associated with placental deficits and pregnancy complications.



To address this objective, two experimental designs were used. On one hand, in vitro
designs with human cells using the first-trimester trophoblastic cell line HTR-8 treated with Pg
OMVs and EA.hy926 endothelial cells. On the other hand, in vivo assays were conducted in
C57BL/6 females treated with a single dose of Pg OMVs on day 6.5 of gestation to determine
the treatment's effect on placentation and pregnancy outcomes, focusing on vascular

remodelling.

Our results demonstrate that treatment of trophoblast cells with Pg OMVs disrupts the
balance of expression of pro- and anti-angiogenic mediators compared to control cells.
Moreover, conditioned media from these cells affects the function of endothelial cells,
evidenced by reduced migratory capacity, increased immune cell adhesion, and higher
reactive oxygen species production. /n vivo assays conducted on day 8.5 of gestation, show
that treatment with a dose of Pg OMVs on day 6.5 induces histological alterations with
increased expression of the giant trophoblastic cell marker Pri3d1, associated with deficient
trophoblastic cell differentiation. Additionally, at implantation sites on day 8.5 in females
treated with Pg OMVs, there is decreased expression of the angiogenic markers VEGF-A and
PIGF, accompanied by decreased expression of HIF-1a. Furthermore, these implantation sites
in females treated with Pg OMVs show increased reactive oxygen species production
compared to control implantation sites. Lastly, immune marker evaluation reveals decreased

expression of IL-13 and IL-15, with no changes observed in MCP-1 and IL-6 expression.

Taken together, the results support a pathogenic role of Pg OMVs in early pregnancy
and placentation stages, disrupting the contribution of trophoblastic cells to vascular

transformation and placental homeostasis maintenance.

With this study, we aim to provide original insights into the etiopathogenic mechanisms
of pregnancy complications associated with high rates of maternal and neonatal morbidity and
mortality, providing evidence that causally demonstrates the association between bacteria

causing periodontal infections and pregnancy complications.



ABREVIATURAS

Ae: arterias espiraladas uterinas

ANGPT: Angiopoyetina

BPN: Bajo peso al momento del nacimiento

CTB: Citotrofoblasto

dNK: Linfocitos natural killer deciduales

DLS: Dynamic Light Scattering

DG: Dia gestacional

DPO: Dia post ovulacion

EC: Células Endoteliales

EPC: Cono ectoplacentario

EVT: Células trofoblasticas extravellosas

EVTen: EVT endoteliales

EVTin: EVT intersticiales

H8: Linea celular trofoblastica humana HTR-8/SVneo
HIE: Trastornos hipertensivos asociados al embarazo
HIF: Hipoxia Inducible Factor (Factor inducible de hipoxia)
I.F.M.: Intensidad de fluorescencia media

I.P.: Intraperitoneal

IL: Interleuquina



LPS: Lipopolisacarido

MC: Medio condicionado

MC Tb: Medio condicionado celulas trofoblasticas

MC Tb OMV: Medio condicionado celulas trofoblasticas y OMV-Pg
MC OMV: Medio condicionado OMV-Pg

MCI: Macizo Celular Interno

MCP-1 (o CCL2): Proteina quimioatractante de monocitos

MMP: Matrix metalloproteinase (metaloproteinasa de la matriz)
NK: Linfocitos natural killer

OMV: Vesiculas de membrana interna, del inglés Outer Membrane Vesicle
PE: preeclampsia

Pg: Porphyromonas gingivalis

PG: Peptidoglicano

PIGF: factor de crecimiento placentario

PMAD: patrén molecular asociado a dafio

PMAP: Patron molecular asociado a patégeno

Pri3D1: Prolactina 3 D1

RCF: Restriccién de crecimiento fetal

RCIU: restriccién del crecimiento intrauterino

ROS: Especies reactivas de oxigeno, del inglés Reactive Oxygen Species
RRP: Receptor de reconocimiento de patrones

SENG: S-endoglina



SFB: Suero fetal bovino

sFLT-1: Soluble fms-like tyrosine kinase-1

St: Solucion estandar

STB: Sinciciotrofoblasto

Tb: Células trofoblasticas

TGC: Células trofoblasticas gigantes

TGF-B1: Factor de crecimiento transformante (31
THP1: Linea celular promonocitica humana THP1
TLR: receptor tipo Toll

TNF-a: Factor de necrosis tumoral a

Treg: Célula T regulatoria

VEGF-A: Factor de crecimiento endotelial vascular A
VEGF-C: Factor de crecimiento endotelial vascular C

ZP: Zona pelucida
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1. Generacion de la interfase materno fetal

En condiciones fisiologicas, para que un embarazo exitoso se produzca, el utero
experimenta remodelaciones ciclicas que generan un ambiente apropiado para que se dé la
implantacién del embrién en el endometrio y luego la placentacién temprana. Estos procesos
sélo son posibles si se establece una interaccion sincronizada entre el endometrio receptivo

y un embridon competente para implantarse.

1.1. Implantacién

La implantacién se define como el proceso mediante el cual el embridon se adhiere a
la superficie endometrial del Utero, invade el epitelio y luego la circulacion materna para formar

la placenta.

En humanos, como resultado de una compleja interaccién entre hipotalamo, hipdfisis,
ovario y utero, se da un ciclo menstrual de aproximadamente 28 dias, en donde el dia 1
corresponde a la menstruacion y el dia 14 a la ovulacion (Fig. A). Este ciclo puede ser dividido
en dos fases: los primeros 14 dias a partir de la menstruacion constituyen la fase proliferativa
(fase folicular), que esta bajo la influencia del aumento de los niveles de estrégeno, lo que
conduce a la proliferacion de las células epiteliales, estromales y el endotelio vascular para
regenerar el endometrio, y que culmina en el dia 14 con la ovulacién, dada por un pico de las
hormonas foliculo estimulante y luteinizante. En este punto del ciclo, comienza la fase
secretoria (fase luteal), que esta caracterizada por la formacion del cuerpo luteo a partir del
foliculo roto, y la consecuente liberacién de progesterona, lo que conduce a importantes
cambios en la morfologia y funcién endometrial que son indispensables para preparar el
endometrio para una posible implantacién del blastocisto (Cha et al., 2012; Munoz-Suano et
al., 2011)
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Figura A: Ciclo menstrual en humanos. Modificado de (Boron & Boulpaep, 2012).

La fertilizacion del ovocito por un espermatozoide ocurre en las trompas de Falopio
entre 24 y 48 horas luego de la ovulacion. Durante el periodo pre-implantatorio, el 6vulo
fertilizado (cigoto) comienza a sufrir sucesivas divisiones mitoticas, generando células cada
vez mas pequenas llamadas blastomeros, que cuando alcanzan un tamafio de entre 12 a 16
células (morula) atraviesan la trompa de Falopio protegido por una capa protectora no
adhesiva llamada zona pelucida (ZP). Alrededor de 2 o 3 dias post-fertilizacion, la mérula
ingresa en la cavidad uterina en donde comienza la transicion hacia blastocisto. Durante
este estadio, la entrada de agua y sales entre los blastémeros internos genera el blastocele,
dejando un agrupamiento de células en el polo apical que forma el macizo celular interno
(MCI), que luego dara origen al embrion propiamente dicho. Al mismo tiempo, los blastémeros
externos se compactan y generan una capa superficial de células epiteliales continua e
impermeable que rodea y recubre al MCI, llamada trofoectodermo, que dara origen a las
estructuras extraembrionarias como la placenta y membranas amniéticas (Norwitz et al.,
2001)

Durante el periodo peri-implantatorio ocurren modificaciones que van a hacer que
el endometrio sea receptivo para la anidacion del blastocisto, delimitando asi una etapa
ubicada en la fase secretoria media entre 6 y 10 dias post-ovulacién (dpo) conocida como
ventana de implantacion, en donde es posible que ocurra la adhesion del blastocisto
exclusivamente. La receptividad endometrial consiste en la adquisicién de ligandos de
adhesion junto con la pérdida de componentes inhibitorios que pueden actuar como una
barrera ante la presencia de un embrién por implantarse, por lo que durante este periodo la
membrana plasmatica de las células epiteliales endometriales sufre importantes cambios

morfoldgicos y bioquimicos. Este estado del utero estaria sincronizado con la activacion del
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blastocisto, por ese motivo es fundamental la existencia de una interaccién sincronizada entre
el endometrio receptivo y el blastocisto funcional. En el caso de la ausencia de un blastocisto
competente, la ventana de implantacion transita espontaneamente hacia una fase refractaria,
lo que lleva a la lutedlisis y posterior retirada de hormonas, restableciéndose entonces el ciclo

con la menstruacion (Cha et al., 2012; Fontana, 2008)

La decidualizacion en humanos es un proceso que ocurre independientemente de la
presencia del blastocisto en la cavidad uterina, pero si dependiente de sefiales maternas, que
comienza en la fase secretoria tardia (aproximadamente 10 dpo) con la secrecién de
progesterona y que continua durante el embarazo, en donde se modifican las células
estromales del endometrio, las glandulas uterinas, los vasos y la poblacién de células

inmunes uterinas (Dey et al., 2004; Lunghi et al., 2007; Salamonsen et al., 2009).

La implantacién ocurre alrededor de 8 0 9 dias post fecundacién, durante la ventana
de implantacién comprendida entre los dias 20 y 24 del ciclo menstrual. Antes de que el
blastocisto pueda anclarse en la superficie uterina, es indispensable que suceda la ruptura
de la ZP o “hatching”, efectuada por una enzima tipo tripsina producida por el trofoectodermo

alrededor del sexto dia post fecundacién (Fontana, 2008; Norwitz et al., 2001).

Dentro del proceso de implantacion, se pueden distinguir tres etapas (Fig. B):

1) Aposicion: consiste en la adhesién inicial de tipo inestable del blastocisto con la pared
uterina. Durante este periodo la membrana plasmatica de las células trofoblasticas y
de las células epiteliales uterinas se encuentran yuxtapuestas y separadas por una
minima distancia.

2) Adhesién estable: esta caracterizada por una conexion fisica mas estrecha entre el

trofoblasto y el epitelio. En la ventana de implantacion hay una reorganizacion e
induccion de moléculas de adhesion en las células epiteliales, como selectinas e
integrinas que aseguran una union mas estable.

3) Invasion: comienza cuando el blastocisto atraviesa la membrana basal del epitelio
uterino y endotelio, estableciendo una conexion con el suministro sanguineo materno.
Es un proceso autolimitado y controlado tanto por el utero como por las células

trofoblasticas que conforman al blastocisto.
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1.2. Placentacion

La placenta es la principal interfase materno-placentaria, y esta compuesta por dos
partes: el trofoblasto de origen embrionario y la decidua de origen materno. Las funciones de
la misma son fundamentales, ya que de ella depende el desarrollo fetal intrauterino. Por un
lado, se encarga de proporcionar nutrientes, oxigeno y de eliminar los desechos metabdlicos
generados a medida que avanza la gestacion, asi como de producir hormonas que tienen
efectos en el crecimiento y desarrollo fetal (Fowden et al., 2008). Por otro lado, la placenta
ejerce funciones inmunoldgicas, gracias a la expresion de receptores de reconocimiento de
patrones (RRP) como los de tipo Toll (TLR), que son capaces de reconocer patrones
moleculares asociados a patdgenos (PMAP) y actuar como una barrera de proteccion contra
agentes patdgenos, ademas de la capacidad para modular los perfiles funcionales de los
leucocitos presentes en la decidua contribuyendo al mantenimiento de la homeostasis inmune
(Abrahams et al., 2004; Racicot et al., 2014).

Durante la implantacion del blastocisto en el epitelio uterino, las células trofoblasticas
que conforman al trofoectodermo comienzan a diferenciarse, y con ello a adquirir distintas
caracteristicas. Por un lado, las células cercanas al embrioblasto o MCI retienen su caracter
epitelial y generan una capa de células mononucleadas llamada citotrofoblasto (CTB). Estas
células proliferan continuamente, se diferencian y se fusionan generando una capa mas
externa formada por células multinucleadas no proliferativas llamada sinciciotrofoblasto

(STB). Esta capa de células posee capacidad invasiva y ayuda a penetrar el tejido materno

12



al comienzo de la implantacién, gracias a la produccion de proteasas unidas a la membrana
del trofoblasto o secretadas al espacio extracelular que van degradando la matriz extracelular
del epitelio uterino (Huppertz, 2008; Lunghi et al., 2007).

La capa de STB desempefia un papel crucial en el intercambio de gases y nutrientes,
y ademas posee actividad endocrina, liberando hormonas involucradas en la homeostasis del
embarazo. Como el crecimiento y la demanda de nutrientes del feto aumentan con el
embarazo, este epitelio multinucleado debe expandirse y renovarse continuamente para
asegurar el progreso de la gestacion. Como consecuencia, la proliferacion de CTB durante el
primer trimestre es fundamental para el crecimiento placentario, dado que es la poblacién
germinativa que prolifera y se diferencia continuamente hacia CTB y STB (Forbes &
Westwood, 2010).

Los primeros dias después de la implantacion estan caracterizados por una intensa
reorganizacion del STB, en donde se desarrolla una capa que rodea completamente al
embrién y se forman cavidades que luego se fusionan y generan otras mas amplias llamadas
lagunas sinciciales. Estos espacios lacunares sinciciales se van comunicando con los senos
vasculares maternos y con la luz glandular, obteniendo asi nutrientes provenientes de la
degradacién del estroma endometrial, la sangre materna extravasada y las secreciones
glandulares (Moffett & Loke, 2006).

Aproximadamente 2 semanas después de la implantacion, las células CTB se abren
paso en la capa de STB para dar lugar a las células trofoblasticas extravellosas (EVT),
que comienzan a invadir el estroma uterino en forma de columnas celulares. A su vez, las
células EVT se clasifican segun el lugar al cual migran en el endometrio y su funcion. Por un
lado, estan las células EVT intersticiales (EVTin), que son las que primero migran a la
decidua materna e interaccionan con leucocitos y células musculares y epiteliales de los
vasos sanguineos. Estas interacciones son importantes tanto en la generacion de la
tolerancia inmunolégica hacia el feto, como también para el remodelado de las arterias
espiraladas (Ae), ya que generan la apoptosis principalmente de las células musculares de
éstas. Por otro lado, estan las células EVT endoteliales (EVTen) con fenotipo invasivo que
migran hacia las Ae, disociando y sustituyendo las capas musculares y endoteliales de las
mismas, generando hacia el final de la semana 6 de gestacion un canal de diametro
considerablemente mayor respecto a la arteria inicial. De esta manera, hacia la semana 10-
12 de gestacion se establece la placentacion hemocorial que se completa en las siguientes
semanas (Fig. C), en donde la sangre materna en el espacio intervelloso estd en contacto
directo con el trofoblasto (Knéfler & Pollheimer, 2013; Lunghi et al., 2007).
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Figura C: Esquema la Interfase materno-placentaria. Imagen tomada y modificada de (Romero et
al., 2014).

1.3. Gestacion en ratones

Anatémicamente el utero de los ratones, a diferencia de los humanos, posee dos
cuernos que estan conectados a la vagina mediante el cérvix (Fig. D). En los extremos, se

encuentran los ovarios con los respectivos oviductos (Treuting P, 2017)

Ovario

Oviducto

Cuerno
_~uterino

v -7' Vagina

Figura D: Aparato genito-urinario murino. Imagen tomada y modificada de (Treuting P, 2017)

Los ratones son ovuladores espontaneos y tienen un ciclo estral que se repite cada 4
a 5 dias y se divide en proestro, estro, metaestro y diestro. Brevemente, el proestro es el
momento en el cual se desarrolla el foliculo ovarico, el estro es el estadio en que la hembra
se encuentra receptiva a los machos y ocurre la cépula, en el metaestro los évulos formados
y madurados se mueven por el oviducto hacia el utero y en el diestro los foliculos sufren un

rapido desarrollo para prepararse para la préxima ovulacion (Croy et al. Eds, 2015).
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Dependiendo de la cepa utilizada, el periodo de gestacién dura entre 19 y 21 dias a
partir de la copula y la camada varia entre 6 y 14 crias. El dia de apareo puede determinarse
a partir de la observacion del tapon vaginal que es una sustancia viscosa liberada por el
macho y la hembra. Tanto el endometrio como el miometrio funcionan en conjunto para recibir
al embridn, sostener su crecimiento y expulsar al feto en el momento del parto, de manera

similar a lo que ocurre en humanos (H. Wang & Dey, 2006)

Los ratones al igual que los humanos presentan placentacién hemocorial (Moffett &
Loke, 2006). En el raton, los blastocistos entran en el cuerno uterino y pierden la zona peltcida
al dia 4,5-5 de gestacion avanzan hasta alcanzar el segmento medio y posteriormente
comienzan a espaciarse igualmente en ambas direcciones desde el centro de cada cuerno,
logrando diseminarse uniformemente para luego implantarse. Una vez implantado el embrién,
al dia 5,5 de gestacion las células mas externas del trofoectodermo se diferencian a células
trofoblasticas gigantes (TGC) que conforman una capa simple de células o monocapa que
envuelven al embrién. A los 6,5 dias de gestacion el trofoectodermo prolifera dando lugar al
cono ectoplacentario (EPC) vy, a su vez, del EPC migran irregularmente células trofoblasticas

formando lagunas intercelulares en las que puede observarse sangre materna.

Entre los dias gestacionales 8,5y 10,5 las TGC se observan entre los capilares de la
decidua y la placenta y secretan moléculas que intervienen en la remodelacion vascular. Por
sus caracteristicas funcionales, a las TGC se las compara con las células de trofoblasto
extravelloso invasivas. Las TGC presentan aumento de actividad de MMP9 y una intensa
actividad fagocitica con erosién y desplazamiento del epitelio y estroma decidual. En ratones,
a diferencia de los humanos, la invasion es menos profunda; los vasos pierden la capa de
musculo liso, pero a diferencia de los cambios en placenta humana, los vasos no se
transforman completamente en la decidua y el primer segmento del miometrio (Carter, 2007;
Clark, 2014). Finalmente, para el dia 10,5 de gestacién las distintas regiones de la placenta

ya estan formadas.

2. Remodelacion vascular en la interfase materno-placentaria

El desarrollo fetal saludable depende fundamentalmente de la adecuada transferencia
de nutrientes y oxigeno a través de la placenta. Para asegurar esto, es crucial una vasculatura
placentaria 6ptima que facilite el desarrollo intrauterino. La vasculogénesis, proceso mediante
el cual células mesenquimales se diferencian a células madre hematopoyeticas y luego a

precursores endoteliales (Demir et al., 2007) junto con la angiogénesis, que remodela la
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vasculatura existente son esenciales para formar y madurar las vellosidades placentarias,
que forman la interfase materno-fetal. Este desarrollo vascular comienza temprano en el
embarazo y experimenta cambios a lo largo de la gestacién (Y. Wang, 2010). La adaptacion
vascular materna implica la remodelacion de las arterias espirales uterinas por parte de las
EVT invasivas, permitiendo un flujo sanguineo de baja resistencia hacia el espacio intervilloso

de la placenta (Weckman et al., 2019).

La familia de ligandos y receptores VEGF (Vascular endothelial growth factor) juegan
un papel crucial en la regulacion tanto de la vasculogénesis como de la angiogénesis. Desde
las etapas tempranas del desarrollo, la expresion de VEGF por células citotrofoblasticas y
células de Hofbauer impulsa la formacion de la red vascular placentaria necesaria para el
adecuado desarrollo fetal a lo largo del embarazo. Numerosos estudios indican que las
infecciones maternas sistémicas y la inflamacion resultante pueden alterar tanto la
vasculogénesis como la angiogénesis placentaria comprometiendo el crecimiento fetal y
contribuyendo a patologias gestacionales como parto prematuro, restriccion del crecimiento
intrauterino (RCIU), preeclampsia (PE) y bajo peso al nacer (BPN). Las células trofoblasticas,
ademas de expresar VEGF, juegan un papel crucial en el equilibrio de otros factores como
PIGF (Factor de Crecimiento Placentario) y su inhibidor sFlt-1 (Receptor semejante a tirosina
quinasa-1 soluble). La sefalizacion de ANGPT1 (Angiopoyetina 1) y su antagonista ANGPT2
(Angiopoyetina 2), a través de su receptor Tie2, también son esenciales para la
vascularizacion placentaria, promoviendo la maduracién y estabilidad vascular, asi como la
angiogénesis y remodelacion vascular necesarias para un desarrollo placentario adecuado.
El control riguroso de estas vias es crucial para asegurar la funcion placentaria (Carmeliet,
2000; Geva et al., 2002; Kaufmann et al., 2004).

Las infecciones maternas pueden desregular estos procesos, alterando el equilibrio
entre factores pro- y anti-angiogénicos y contribuyendo a patologias gestacionales. Estudios
han documentado la desregulacion de mediadores angiogénicos como sFLT-1, ANGPT1,
ANGPT2 y PIGF, asi como alteraciones estructurales y funcionales en la vasculatura
placentaria en contextos de infeccion materna, asociandose con complicaciones
gestacionales (Geva et al., 2002; Levine et al., 2004; Romero et al., 2011; SHARKEY et al.,
1996; Venkatesha et al., 2006).

Durante el embarazo, el sistema inmune materno se adapta para proteger al feto y la
placenta (Regal et al., 2015). Las principales poblaciones leucocitarias presentes en la
decidua materna durante el comienzo de la gestacion son células NK, macrofagos, células

dendriticas y linfocitos T. En menor medida también se encuentran linfocitos B y granulocitos
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como los neutrofilos, si bien estos ultimos son reclutados en alta proporcion cerca del parto
(Gomez-Lopez et al., 2010). Las células NK deciduales (dNK), quienes constituyen un 70 %
de la poblacion leucocitaria presente en la decidua durante el primer trimestre de gestacion,
debido a que cumplen funciones en conjunto con las células trofoblasticas en el
remodelamiento vascular durante la formacion de la placenta. Estas células exhiben un
fenotipo unico que difiere de las NK periféricas, ya que poseen baja citotoxicidad, son capaces
de interactuar con macréfagos deciduales e inducen la generacién de células Treg (Vacca et
al., 2010). Los macrdéfagos deciduales, a su vez constituyen entre el 20-30% de las células
inmunes deciduales, son esenciales en la remodelacién del tejido, fagocitando células
apoptéticas y produciendo factores de crecimiento y citoquinas que facilitan la angiogénesis

y el desarrollo placentario (Abrahams et al., 2004).

3. Periodontitis y complicaciones del embarazo

Los trastornos hipertensivos y la preeclampsia son la primera causa directa de
mortalidad materna en la Argentina y la segunda a nivel mundial (Alkema et al., 2016). Junto
a la prematurez, bajo peso y muy bajo peso al nacer (<2500 g o <1500 g) contribuyen en mas
de la mitad a la tasa de mortalidad infantil en Argentina y se asocian con reprogramacion fetal
de enfermedad metabdlica y cardiovascular en la vida adulta (Luu et al., 2017). La importancia
que reviste su caracterizacién clinica y la comprension de los mecanismos celulares y
moleculares que expliquen su etiologia y desarrollo. Al momento, no se dispone de
marcadores especificos y tempranos predictores de insuficiencia placentaria que lleva a PE,

trastornos hipertensivos asociados al embarazo (HIE) y BPN.

La PE es un desorden multisistémico del embarazo caracterizado por un cuadro de
hipertension luego de la semana 20 con presencia de proteinuria (Redman & Sargent, 2010).
Si bien inicialmente se creia que el cuadro tiene etiologia en una invasion trofoblastica
deficiente con perfusion intervellosa deficiente, principalmente para el desarrollo de PE
tempranas, las cuales suelen estar asociadas a RCF (Burton & Jauniaux, 2018), actualmente
se comprende que es una enfermedad de alta heterogeneidad. Sin embargo, se cree que los
signos sistémicos observados en la PE, tanto en la PE de desarrollo temprano como en la PE
de desarrollo tardio, son causados por factores producidos y liberados por el STB como
exosomas Yy citoquinas pro-inflamatorias en condiciones de estrés (Burton & Jauniaux, 2018;
Deer et al., 2023).
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Se ha establecido una asociacion positiva entre la enfermedad periodontal durante el
embarazo y ciertas complicaciones vinculadas a la insuficiencia placentaria. Si bien el
espectro de tales complicaciones es amplio, un meta-analisis publicado en 2022 centra el
mayor riesgo de desarrollar HIE, PE y BPN por prematurez asociado a la periodontitis (Le et
al., 2022).

En placentas de mujeres con PE, se reportd la presencia de microorganismos
periodontopaticos como Variovorax, Prevotella, Porphyromonas y Dialistero, asi como de sus
productos derivados (Amarasekara et al., 2015; Barak et al., 2007). Porphyromonas gingivalis
(Pg) se ha detectado en fluido amnidtico y placa subgingival en pacientes con parto

pretérmino (Ledn et al., 2007).

Utilizando diversos modelos murinos se ha demostrado que la infeccién al dia 7,5 de
gestacién con Campylobacter rectus induce una restriccion en el crecimiento intrauterino
asociado a una disminucidn en la expresién de genes criticos para el crecimiento y el
desarrollo fetal (Bobetsis et al., 2010) y que una inyeccién intravenosa al dia 13,5 de gestacion
con Fusobacterium nucleatum induce parto pretérmino en ratones (Stockham et al., 2015).
Asimismo, ratones que presentan una infeccién dental con Pg previa a la gestacion, tienen

parto pretérmino y bajo peso de las crias al nacer (Ao et al., 2015; Yoshida et al., 2022).

Sin embargo, tanto en humanos como en los modelos murinos no se han podido
dilucidar los mecanismos celulares y moleculares por los cuales las infecciones por patégenos
periodontales frecuentes conducen a las mencionadas complicaciones. En la figura E se
describen los modelos propuestos sobre los mecanismos mediante los cual estarian
vinculadas. Por un lado, las bacterias o productos derivados de las bacterias como sus
factores de virulencia podrian alcanzar la placenta por diseminacién hematégena desde la
cavidad oral generando una respuesta deletérea en la placenta. Por otro lado, se propone
que mediadores inflamatorios secretados en el sitio infectado generan un cuadro de
inflamacién sistémica. Estos mediadores serian los que llegan a la placenta generando una

respuesta deletérea.
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Figura E. Mecanismos propuestos que vincularian las infecciones periodontales y complicaciones en

la gestacion. Adaptado y modificado de (N. Madianos et al., 2013).

Porphyromonas gingivalis (Pg), una bacteria anaerobia gram-negativa, es
considerada un patégeno clave en la patogénesis de las infecciones periodontales. Si bien
los mecanismos de patogénesis no son completamente comprendidos, se ha reportado que
Pg produce numerosos factores de virulencia, como el lipopolisacarido (LPS) junto con las
gingipainas y las fimbrias que van a permitir colonizar y destruir tejidos y evadir la respuesta
inmune (Jia et al., 2019). Estos factores de virulencia pueden ser liberados después de la lisis
bacteriana o como vesiculas de membrana externa (OMV, del inglés Outer Membrane
Vesicles) que son producidas por evaginaciones de membrana en células en fase de

crecimiento y division de las bacterias (Cecil et al., 2019; Gui et al., 2016).

Estas vesiculas son nanoestructuras compuestas por una bicapa similar a una
membrana y poseen un diametro de entre 50 y 250nm. Estas estructuras son derivadas de la
membrana externa por un mecanismo de biogénesis comun entre las bacterias gram-

negativas. Estan compuestas por proteinas de membrana, LPS, fosfolipidos, peptidoglicanos,
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DNA, miRNAs y parte del periplasma bacteriano (Choi et al., 2017) y son fundamentales para
la comunicacién entre las células del huésped y la bacteria, entre poblaciones bacterianas y
en la respuesta a factores ambientales (Stanton, 2021). Las OMVs presentan una ventaja
frente la bacteria entera: por un lado, estas estructuras confieren proteccién frente a la
degradacién proteolitica, por otro lado, pueden ingresar y ser diseminadas por circulacién
sistémica y acceder a areas en los tejidos que son inaccesibles para la bacteria entera. En
este sentido, se ha reportado la presencia de Pg-OMV en muestras de sangre periférica y
liquido cefalorraquideo en modelos murinos con infecciones bacterianas severas (Bonnington
& Kuehn, 2014; Zhang et al., 2021). En la figura F se detalla la estructura de las OMV, su
biogénesis y sus potenciales roles.
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Figura F. Proceso de biogénesis de OMVs. En el interior y en las superficies de las OMVs se pueden
encontrar factores de virulencia como lipopolisacaridos (LPS), miRNAs, peptidoglicanos (PG) y lipidos.
Se considera que las OMVs cumplen funciones fundamentales para la supervivencia y la colonizacion
de nichos biolégicos. Modificado de (M. J. Gui et al., 2016)

En los tejidos diana las OMV-Pg inducen una variedad de respuestas inmunolégicas
y metabdlicas en las células del hospedador (Zhang et al., 2021). En este sentido en diversos
modelos se ha demostrado que las OMV-Pg interrumpen las uniones estrechas en
monocapas epiteliales, inducen el reclutamiento de neutréfilos y macrofagos y estimulan una
alta respuesta de citoquinas proinflamatorias (Farrugia et al., 2020). En estudios previos del

laboratorio hemos demostrado utilizando un modelo murino de gestacion que el tratamiento
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con OMV-Pg al dia 6,5 de gestacion altera la adecuada evolucion de la gestacién ya que al
dia 14,5 de gestacién presentaron un menor peso fetal para su edad gestacional acompanada
de una disminucion en el peso placentario (Knoéfler et al., 2019). Asimismo, utilizando la linea
celular trofoblastica de primer trimestre HTR-8 hemos demostrado que el tratamiento con
OMV-Pg induce una reprogramacion metabdlica de las células Tb que afectan su capacidad
de migrar e invadir. Por otro lado, encontramos que las OMV-Pg alteran la expresion de
factores pro y anti-angiogénicos en las células Tb (Dusza et al., 2023). Sin embargo, al
momento se desconoce los mecanismos por los cuales las OMV-Pg Tb podrian estar

alterando la remodelacion vascular durante la gestacion.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS



HIPOTESIS DE TRABAJO: OMV liberadas por Porphyromonas gingivalis (Pg) afectan la
funcionalidad de las células trofoblasticas (Tb) en etapas tempranas de la gestacion
condicionando su interaccién con las células endoteliales (EC). Esta disfuncion de las células
trofoblasticas conduce a fallas en la remodelacién vascular durante la placentacién afectando

la evolucion de la gestacién y el crecimiento fetal.

Para abordar esta hipétesis nos proponemos los siguientes objetivos:

Objetivo general:

Investigar el efecto de vesiculas de membrana externa de Porphyromonas gingivalis
(Pg) sobre la funcién endovascular de las células trofoblasticas (Tb) y su impacto en la

remodelacién vascular.

Objetivos especificos:

Objetivo especifico 1: Estudiar el efecto de las OMV-Pg en la interaccién de células Tb

con EC y su impacto en la remodelacién vascular.

a) Determinar si el tratamiento de las Tb con OMV-Pg modula la expresion de
marcadores angiogénicos.

b) Determinar si factores solubles producidos por Tb tratadas con OMV-Pg modulan la
migracion, la activacion y la produccidén de especies reactivas de oxigeno en células
endoteliales EA.hy926.

Objetivo especifico 2: Estudiar el efecto del tratamiento con OMV-Pg sobre la
placentacion en un modelo murino de gestacion temprana, con especial foco en el

proceso de remodelacién vascular.

Se evaluara si el tratamiento con una unica inyeccion i.p. de OMV-Pg 0,5 pg/kg al dia
6,5 de gestacion altera la constitucidn de la interfase materno-placentaria analizando los sitios

de implantacion al dia 8,5 de gestacion. Particularmente proponemos:

a) Analizar la estructura de los sitios de implantacion en cortes histoldgicos con tincién
de hematoxilina-eosina.
b) Evaluar la expresion de marcadores de placentacion y angiogénesis en los sitios de

implantacién
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MATERIALES Y
METODOS



Modelos y protocolos experimentales

1. Cultivos celulares

1.1 Lineas Celulares
Se utilizaron las siguientes lineas celulares:

- Linea celular trofoblastica humana HTR-8/SVneo (H8) que deriva de citotrofoblasto de
primer trimestre (entre las semanas 6-12 de gestacion) y fueron inmortalizadas con el
antigeno largo T del virus de simio (del inglés, simian virus 40 large T antigen)

- Linea celular endotelial inmortalizada EA.hy926 que fue obtenida a partir de células
HUVEC de pasaje 1y células de la linea A549 de adenocarcinoma pulmonar humano,
mediante un protocolo de fusién con polietilenglicol (Edgell et al., 1983).

- Linea celular monocitica THP-1 de leucemia humana derivada de un paciente con
leucemia monocitica aguda. Se utiliza como modelo para estudiar la funcion de los

monocitos y los macréfagos.

1.2 Mantenimiento

Las células H8 y EA.hy926 se mantuvieron en medio humidificado a 37°C, con 5%
CO: en Dulbeco’s modified Eagle’s medium and Nutrient Mixture F-12 (DMEM-F12) (Life
Technologies, Grand Islands, NY, USA) suplementado con 10% suero fetal bovino (SFB)
(Natocor) inactivado por calor, glutamina 2 mM (Sigma-Aldrich) y solucién de estreptomicina
100 U/ml - penicilina 100 pug/ml (Life Technologies, Grand Islands, NY, USA). Las lineas se
cultivaron en 3 ml de DMEM-F12 10% SFB en botellas T25. Para realizar los repiques, las
lineas se trataron con 1 ml de Tripsina 0,25%/EDTA (Life Technologies, Grand Islands, NY,
USA). Para la criopreservacion de las células, el pellet obtenido luego del tratamiento con
Tripsina se resuspendié en 1 ml de medio de congelacién (10% DMSO en SFB), se traspasé
a un criotubo y se enfri6 gradualmente desde -20 ° C hasta N liquido. Para el
descongelamiento se retiraron los criotubos de Nz liquido, se centrifugaron y las células se
resuspendieron en 3 ml de DMEM-F12 10% SFB.

Las células THP-1 fueron cultivadas en medio RPMI 1640 suplementado con NaHCOs3
26,8 mM y suplementado con SFB 10%, penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 pg/ml,
glutamina 1%, glucosa 250 mg/ml, piruvato de sodio 11 mg/L y B-mercaptoetanol 50 uM. Las
mismas fueron mantenidas a una densidad de 1,5x10° cél/ml en estufa a 37 °C y 5% de CO,.
El medio fue renovado cada 3-4 dias. Para ello, las células fueron centrifugadas a 350 g

durante 10 minutos y resuspendidas en medio de cultivo.
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1.3 Preparaciéon de medios condicionados de células trofoblasticas.

Los medios condicionados utilizados en los ensayos de migraciéon, activacion del
endotelio, y produccion de especies reactivas de oxigeno (que se describiran a continuacion)
fueron obtenidos a partir de células H8. Brevemente, se sembraron 50.000 células en placa
de 6 pocillos. Una vez que las células llegaron al 80% de confluencia las mismas fueron
estimuladas por 6 horas en presencia o ausencia de OMV-Pg 1 pg/ml. Luego se realizaron
varios lavados para eliminar las vesiculas no internalizadas y se reemplazé el medio con
DMEM fresco. Las células fueron incubadas en estufa a 37°C, con 5% CO. durante 24 horas.
De esta manera se obtuvieron medio condicionado de células trofoblasticas (MC Tb) o medio
condicionado de células trofoblasticas pretratadas con OMV-Pg (MC Tb OMV-Pg). Los MC
se recolectaron, se centrifugaron para remover debris celular y congelaron a -20 °C hasta su

uso.

2. Aislamiento de vesiculas de membrana externa de Porphyromonas ginigvalis

Las OMV-Pg fueron aisladas de sobrenadantes de 5 dias de cultivo de P. gingivalis
ATCC 33277 en condiciones de anaerobiosis. Los sobrenadantes de cultivo fueron
centrifugados a 4 °C durante 20 minutos a 4000 x g. El sobrenadante obtenido fue filtrado a

través de una membrana estéril con un tamafio de poro de 0,22 ym.

El sobrenadante filtrado fue ultracentrifugado a 100.000 x g a 4 °C durante 1 hora. Una
vez terminada la ultracentrifugacion, el sobrenadante fue descartado y el pellet resuspendido
con 1 mL de buffer fosfato salino (PBS) vy filtrado a través de un filtro estéril de 0,22 ym
nuevamente. Luego se realizé un segundo paso de ultracentrifugacion a 4 °C durante 70
minutos y a 100.000 x g. El pellet obtenido fue resuspendido en 500 ul de PBS estéril y filtrado
nuevamente a través de un filtro estéril con tamafo de poro de 0,22 um y alicuotado de a 50
ul (Figura G).
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Figura G. Protocolo de aislamiento de OMVs. Modificado de B. Lara, et al., 2023)

Las vesiculas obtenidas fueron caracterizadas siguiendo las normativas establecidas
por la Sociedad Internacional de Vesiculas Extracelulares (ISEV) como se muestra en la
figura H. Las vesiculas se visualizaron por microscopia de transmision electrénica (Figura
H.a). Se determiné la distribuciéon de tamafios de las particulas por medio del andlisis de la
dispersiéon dinamica de luz (Dynamic Light Scattering-DLS) utilizando el Zetasizer ZS90
(Malvern Panalytical, Malvern, UK) (Figura H.b) y se determiné la concentracién proteica por
la técnica de uBCA (Figura H.a). Las OMVs obtenidas se conservaron a -80 °C para los

experimentos posteriores.
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Figura H. Microscopia de transmision electrénica mostrando imagen representativa de las OMVs
extraidas donde la barra de escala representa 50 nm, la magnificacion es de 250.000X (A). Analisis de

distribucion de tamafios de OMV-Pg por DLS en donde el diametro esta notado en nm (B).
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3. Ensayo de migraciéon

Para evaluar la capacidad de migracion se realizd un ensayo de wound-healing.
Brevemente, 40.000 ceélulas EA.hy926 fueron sembradas sobre una placa de 48 pocillos. Al
llegar a confluencia las células fueron lavadas 2 veces con PBS para eliminar los restos de
SFB y se las incubo por 8 horas en medio DMEM-F12 en ausencia de SFB a fin de sincronizar
a las células. Posteriormente se realiz6 una herida con un tip p10 y se agregaron los distintos
MC diluidos al medio con medio DMEM/F12 sin SFB. Para determinar la cinética del cierre
de la herida, se tomaron fotografias a tiempo 0, a las 18 horas post-herida. Para calcular el
porcentaje de cierre de herida, en todos los casos, se determiné el area de la herida en las
distintas condiciones, en los tiempos indicados, y se analizaron utilizando el programa
ImageJ. Las fotografias se tomaron utilizando un microscopio Nikon Eclipse TS100 con un
objetivo de 10X.

4. Ensayo de activacion del endotelio

Se estimularon células EA.hy926 durante 24 horas en presencia de MC Tb, OMV-Pg
MC Tb o en medio basal (control). Por otro lado, células THP-1 (aproximadamente 10°) fueron
marcadas con calceina AM (5 uM en PBS) por 15 minutos a 37°C. A continuacion, las células
fueron lavadas 2 veces con medio RPMI y resuspendidas en 100 yL de medio antes de
agregarlas a cultivos de EA.hy926 durante 1 hora para permitir su adhesion. Pasado el tiempo
de interaccién, las células endoteliales fueron cuidadosamente lavadas con PBS
precalentado para remover a las células THP-1 no adheridas. Se agregaron 100 uL de PBS
a cada well y se tomaron microfotografias con un microscopio de epifluorescencia. Los
monocitos adheridos fueron contados. Los resultados se informan como veces de cambio

relativo a las células control.

5. Produccion de especies reactivas de oxigeno

10.000 células fueron sembradas en placa de 96 pocillos negra con fondo
transparente. Las mismas fueron estimuladas por 24 horas con condiciones basales, en
presencia de OMV-Pg o con MC Tb o MC Tb OMV-Pg. Pasado el tiempo de estimulacion, las
mismas se incubaron por 30 minutos adicionales con la sonda diclorofluoresceina diacetato
(5 uM) (DCFH-DA) (Sigma-Aldrich). Al finalizar la incubacion, las células fueron lavadas 2
veces con PBS y la fluorescencia se determiné por fluorimetria utilizando el equipo FLUOstar
OPTIMA (BMG Labtech, Alemania).
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6. Animales, condiciones de apareo y parametros gestacionales

Se usaron ratones C57BL/6 WT criados y mantenidos durante 12:12 horas de luz-
oscuridad en el Bioterio Central de la FCEyN. Se estudiaron apareos de ratones adultos (9-
10 semanas de edad) considerando la aparicién de tapon vaginal como dia gestacional 0,5.
Al dia 6,5 de gestacion se inyecto intraperiotonealmente una dosis 5 pg’kg de OMV-Pg o PBS
como control. No fue parte de esta tesis el manejo de los animales en el bioterio por parte del
autor. A los dias 8,5 las hembras fueron eutanasiadas y se evaluaron la tasa de reabsorcion
embrionaria, indicadores macroscopicos de gestacion y se realizé el aislamiento de los sitios
de implantacién. Todos los estudios se realizaron de acuerdo con los protocolos estandar y
fueron aprobados por el Comité de Cuidado y Uso de Animales de la Facultad de Ciencias

de la Universidad de Buenos Aires.

7. Cultivos de sitios de implantacién

Después de sacrificar a las hembras prefiadas en el dia 8,5 de gestacion se extrajeron
los uteros completos y se diseccionaron y separaron los sitios de implantacion. 3 sitios de
implantacién de cada hembra fueron utilizados para la realizacion de los cultivos ex vivo.
Estos sitios seleccionados fueron pesados individualmente. Luego fueron cultivados
individualmente en medio DMEM/F12 por 24 horas en presencia o ausencia de OMV-Pg 1
ug/ml. Pasado el tiempo de estimulacion, los mismos se incubaron por 30 minutos adicionales
con la sonda diclorofluoresceina diacetato (5 uM) (DCFH-DA) (Sigma-Aldrich). Al finalizar la
incubacién, los sitios fueron lavados 2 veces con PBS y se colocaron en 0,2 ml de buffer RIPA
frio respectivamente y se homogeneizaron con Ultra Turrax (IKA, Alemania). Los
homogeneizados se centrifugaron a 12500 g a 4 °C durante 15 minutos y se usaron 100 pl
de cada sobrenadante para la cuantificacion de la fluorescencia en el lector de microplacas
FLUOstar OPTIMA (BMG Labtech, Alemania). Se cuantificaron los microgramos de proteinas
presentes en cada una de las muestras. Los resultados obtenidos se expresan como

intensidad de fluorescencia (I.F.M.) sobre microgramos de proteinas totales en el extracto.
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8. Generacion de cortes histolégicos

Después de sacrificar a las hembras prefiadas en el dia 8,5 de gestacion se extrajeron
los uteros completos y se diseccionaron y separaron los sitios de implantacion. 2 sitios por
hembra de cada grupo fueron fijados en PFA 4% durante 24 horas. Luego los sitios fueron
embebidos en parafina, se realizaron cortes de 4 um de espesor y se tifieron con hematoxilina
y eosina (H&E).

9. RT-PCRyRT-qPCR

La expresion génica de ARNm fue determinada por qPCR.

9.1. Extraccion de ARNm

Los sitios de implantacion fueron resuspendidas en 500 pl de Trizol® y se procedié a
realizar la extraccion de ARN total siguiendo las recomendaciones del fabricante.
Brevemente, se anadié 1/5 de volumen de cloroformo y se centrifugd a 12.000 g por 15
minutos a 4 °C. El ARN se encuentra disuelto en la fase acuosa, la cual se transfirié a un tubo
nuevo y para precipitarlo se incubé 10 minutos a 4 °C con isopropanol en relacion 1:1. Luego
se centrifugd 10 minutos a 12.000 g a 4 °C, quedando el ARN en el pellet. Se descarto el
sobrenadante y el precipitado fue lavado con 500 pl de etanol 75% por centrifugacion a 7.500
rom por 5 minutos a 4 °C. Se descart6 el sobrenadante y luego de evaporado el etanol, el
ARN fue resuspendido en agua estéril. EI ARN fue incubado 10 minutos a 60 °C para
desestabilizar su estructura secundaria y luego fue cuantificado a 260 nm en NanoDrop 2000
(Thermo Fisher Scientific). Cuando no se realizd la retrotranscripcion inmediatamente

después, el ARN fue conservado a -80 °C hasta su utilizacion.
9.2. Obtencidon de ADNc y ensayos de RT-qPCR

Los ADNc se generaron a partir de 1 ug de ARN total. La mezcla de reaccion fue:
dNTPs 25 mM (Embiotec), oligo dT 5 ng/pl (Biodynamics), RT M-MLV 100 U, RNAsin 15U y
Buffer RT M-MLV 1X (Promega), hasta un volumen final de 20 pl. La reaccion se llevé a cabo
a 42 °C durante 1 hora y se detuvo incubando durante 10 minutos a 90 °C en una

termocicladora Bio-Rad MyCycler. El ADNc obtenido se conservé a -20 °C hasta su uso.

Para la determinacion de la expresion de ARN mensajeros por PCR a tiempo real, 100

ng de ADNc (50 ng para el gen constitutivo S29 (M)) fueron incubados con FastStart SYBR
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Green Master (Roche) y los primers correspondientes sentido y antisentido (Tabla A) en una
termocicladora Bio-Rad iQ2 para PCR en tiempo real. Para evaluar la expresion relativa de

los ARNm se utilizé el método de ciclo umbral (2-ACT), normalizando la expresién al gen

constitutivo (Bookout & Mangelsdorf, 2003).

Gen y Especie Primer Secuencia (5-3’) Ta (C°)
VEGF-A Sentido CGCAGCTACTGCCATCCAAT 60
H Antisentido GTGAGGTTTGATCCGCATAATCT
PIGF Sentido TGTTCAGCCCATCCTGTGTCTC 60
H Antisentido CCCAGAACGAACGGATCTTTAGG
sFLT-1 Sentido AGAGGTGAGCACTGCAACAA 60
H Antisentido TCTCCTCCGAGCCTGAAAGT
YWAHZ Sentido CAGAGAGAAAATTGAGACGGAGC 60
H Antisentido GTGACTGATCGACAATCCCTTTC
ANGPT1 Sentido GGGGGAGGTTGGACAGTAA 60
M Antisentido CATCAGCTCAATCCTCAGC
MCP-1 Sentido CTCACCTGCTGCTACTCATTCAC 62
M Antisentido ATGTCTGGACCCATTCCTTCTTG
HIF-1a Sentido ACCTTCATCGGAAACTCCAAAG 60
M Antisentido CTGTTAGGCTGGGAAAAGTTAGG
HIF-2a Sentido CTGAGGAAGGAGAAATCCCGT 60
M Antisentido TGTGTCCGAAGGAAGCTGATG
IL-1B Sentido TTCAGGCAGGCAGTATCAC 60
M Antisentido CAGCAGGTTATCATCATCATCC
IL-6 Sentido ACCGCTATGAAGTTCCTCTCTGC 60
M Antisentido AGTGGTATCCTCTCTGTGAAGTCTCC
IL-15 Sentido CAGTTGCAGAGTTGGACGAAG 60
M Antisentido GCAAGGACCATGAAGAGGCAG
PIGF Sentido GGAGACGACAAAGGCAGAAAG 62
M Antisentido GGAGACGACAAAGGCAGAAAG
PRL3D1 Sentido GTCTTGAGGTGCCGAGTTGTC 60
M Antisentido CTGGGTGGGCACTCAACATT
RPS29 Sentido GGAGTCACCCACGGAAGTTCGG 60
M Antisentido GGAAGCACTGGCGGCACATG
sFLT-1 Sentido AGAGGTGAGCACTGCAACAA 60
M Antisentido TCTCCTCCGAGCCTGAAAGT
VEGF-A Sentido CACGACAGAAGGAGAGCAGAAG 60
M Antisentido CTCAATCGGACGGCAGTAGC
VEGF-C Sentido CACGACAGAAGGAGAGCAGAAG 60
M Antisentido CTCAATCGGACGGCAGTAGC

Tabla A: Secuencia de primers empleados para el analisis de la expresiéon génica. ANGPT1

(Angiopoietin 1), MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein 1), HIF-1a (Hipoxia-Inducible Factor 1a),
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HIF-2a (Hipoxia-Inducible Factor 2a), IL-1B (Interleukin 1B) IL-6 (Interleukin 6), IL-15 (Interleukin 15),
PIGF (Placental Growth Factor) PRL3D1 (Placental Lactogen-I Alpha), RPS29 (Ribosomal Protein
S29), sFLT-1 (Soluble fms-like tyrosine kinase-1) VEGF-A (Vascular Endothelial Growth Factor A),
VEGF-C (Vascular Endothelial Growth Factor C) y YHWAZ (tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-

monooxygenase activation protein zeta), M: murino; H: humano.

10. Analisis estadistico

Los datos fueron analizados con GraphPad 9, San Diego, CA. Los sets de datos fueron
analizados para evaluar la normalidad y homocedasticidad. Para la comparacion entre
medias se utilizaron las pruebas estadisticas de t-test de 2 colas para la comparacioén entre 2
grupos o ANOVA de un factor seguido de la prueba de comparaciones multiples de Sidak. En
el caso de los datos que no cumplieron los supuestos de normalidad, se realizé un analisis
empleando a la prueba no paramétrica de Mann-Whitney o la prueba de Friedman seguida
de la comparacion de Dunn para las comparaciones entre multiples grupos. Los resultados

se expresan como la media £ S.E.M. Los resultados se consideraron significativos con p<0,05

32



RESULTADOS



Capitulo 1

Efecto del tratamiento in vitro con OMV de Porphyromonas
gingivalis sobre la interaccion de células trofoblasticas con células

endoteliales.

La remodelacion de las arterias espiraladas en la interfaz materno-placentaria es
crucial para el éxito del embarazo y depende de la interaccion entre las células trofoblasticas
y las células endoteliales de los vasos maternos. Diversas condiciones pueden interferir con

esta remodelacion, entre ellas, las infecciones maternas.

Teniendo en cuenta a su vez la asociacion entre infecciones odontogénicas maternas
y complicaciones gestacionales como el parto prematuro, la pre-eclampsia, y restriccion del
crecimiento fetal y que las OMVs de P. gingivalis han sido implicadas en la modulacién de la
respuesta inflamatoria y la disrupcién de la funciéon endotelial en diversos modelos, nos
preguntamos si las vesiculas de membrana externa de la bacteria Porphyromonas gingivalis
modulaba la expresion de los principales mediadores pro y antiangiogénicos en las células
trofoblasticas. Como se puede observar en la figura 1 a, el tratamiento con OMV Pg indujo

una disminucioén en la expresion de VEGF-A, PIGF y un aumento en la expresion de sFLT-1.

Teniendo en cuenta que la relacion sFLT-1/PIGF ha sido aprobada en la deteccién de
la preeclampsia como una herramienta diagndstica junto con otros hallazgos clinicos y fue
validada como una prueba predictiva, calculamos dicha relacién en células trofoblasticas
tratadas o no con OMV-Pg. Encontramos que la proporcion sFLT-1/PIGF se encuentra
aumentada en las células tratadas con vesiculas de Pg en cuatro ensayos independientes
(Figura 1b).
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Figura 1. El tratamiento con OMV de Pg modula la expresion de marcadores pro y

antiangiogénicos en células trofoblasticas. (A) Las células HTR-8 trofoblasticas fueron incubadas
durante 6 horas en presencia o ausencia de 1 uyg/mL OMV-Pg. Los niveles de ARNm de VEGF-A, PIGF
y sFLT-1 fueron cuantificados por qPCR. Las barras representan las veces de cambio en la expresion
génica de células tratadas con OMV-Pg relativo a las células sin este tratamiento (lineas de puntos).
N=4, t-test. (B) Se calculd el cociente de sFLT-1/PIGF para células HTR-8 trofoblasticas basales (-) o
tratadas con OMV-Pg. *p<0,05; t-test pareado.

Dado el desequilibrio en la expresién de mediadores pro- y anti-angiogénicos inducido
por el tratamiento con OMV-Pg (Figura 1), a continuacion, quisimos evaluar si el tratamiento
de las células trofoblasticas con OMV-Pg alteraban la interaccién con las células endoteliales.
Especificamente decidimos evaluar si los mediadores solubles que liberan las células
trofoblasticas tratadas o no con OMV-Pg afectan la funcionalidad de las células endoteliales.
Cabe destacar que para la obtencion de MC las células son estimuladas con OMV-Pg durante
8 horas y luego son lavadas e incubadas durante 16 horas para la obtencién de medio
condicionado libre de vesiculas. En primer lugar, estudiamos la capacidad de migracién de
las células endoteliales mediante un ensayo de cierre de la herida. Como se puede observar
en la figura 2 el MC de células trofoblasticas pretratadas con OMV-Pg disminuye
significativamente la migracion de las células endoteliales en comparacion con el medio

condicionado control (Figura 2).
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Figura 2. El medio condicionado de células trofoblasticas tratadas con OMV-Pg disminuye la
capacidad de migrar de las células endoteliales. Se realizo un ensayo de herida para evaluar la
migracion de células endoteliales. A) Se cultivaron células EA.hy926 hasta que llegaron a confluencia.
Luego, se realizd una herida en la monocapa de células. Las células fueron incubadas durante 18
horas en DMEM 0% SFB (-) o en presencia de MC Tb o MC Tb OMV-Pg. Se tomaron microfotografias
a tiempo O y a las 18 horas. B) Se observan imagenes representativas a las 0 y 18 horas luego de la

herida. Las lineas negras representan los frentes de migracion. *p<0,05; n = 4; ANOVA de un factor.

Un factor importante que contribuye a la disfuncion endotelial es su activacion y la
subsecuente mayor adhesion de leucocitos circulantes. Por lo tanto, a continuacién,
evaluamos este proceso mediante un diseino in vitro, analizando la adhesién de monocitos a
las células endoteliales como un marcador de activacion endotelial. Como se muestra en la
figura 3, las células endoteliales tratadas con MC Th OMV-Pg aumentaron significativamente

la adhesion monocito-endotelio respecto al MC Tb.
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Figura 3. El medio condicionado de células trofoblasticas tratadas con OMV-Pg induce la
activacion de las células endoteliales. A) Las células EA.hy926 fueron pre-tratadas con MC Tb o
MC Tb OMV-Pg durante 24 horas. El grupo control (-) fueron células no tratadas. Células THP-1 fueron
marcadas con calceina AM (5 uM) y co-cultivadas con células endoteliales por 1 hora para permitir
adhesién. B) Imagen superior: Células THP-1 marcadas con calceina-AM se adhirieron a células
EA.hy926 observadas bajo un microscopio de fluorescencia. Imagen inferior: superposicién de

microfotografia de fluorescencia con campo visible * p < 0,05; n = 4; scale bar = 100 ym; t-test pareado.

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son intermediarios reactivos del oxigeno
molecular que actuan como segundos mensajeros dentro de las células; sin embargo, un
desequilibrio entre la generacion de ROS y de los sistemas de defensa antioxidantes
representa la causa principal de la disfuncidon endotelial, lo que conlleva dafio vascular. De
hecho, las ROS pueden inducir apoptosis de las células endoteliales (ECs), aumentar la
adhesion de las ECs a los monocitos o modificar el potencial de angiogénesis de las ECs.
Por eso a continuacién evaluamos si el medio condicionado de células trofoblasticas tratadas
0 no con OMV-Pg modulaban la produccion de especies reactivas del oxigeno. Como se
puede observar en la figura 4 el tratamiento con MC OMV-Pg indujo un aumento significativo

en la produccion de ROS por las células tratadas respecto a la condicién control.
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Figura 4. El medio condicionado de células trofoblasticas tratadas con OMV-Pg aumento la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS). Las células EA.hy926 fueron estimuladas por
24 horas con MC Tb o MC Tb OMV-Pg y luego se incubaron por 30 minutos adicionales con la sonda
diclorofluoresceina diacetato (5 yM) (DCFH-DA). Al finalizar la incubacion, las células fueron lavadas

con PBS vy la fluorescencia (I.F.M) se determiné por fluorimetria. *p<0,05; n = 4; ANOVA de un factor.
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Capitulo 2

Efecto del tratamiento in vivo con OMV de Porphyromonas
gingivalis en un modelo murino de gestaciéon

Dado que previamente observamos alteraciones en la expresién de mediadores
angiogénicos de las células trofoblasticas debido al tratamiento con OMV-Pg, y que los
medios condicionados de éstas afectaron la activacién y funcionamiento de las células
endoteliales in vitro, quisimos profundizar en el estudio de remodelacion vascular durante la

generacion de la interfase materno-fetal utilizando un modelo de gestacion murino.

Con este proposito ratones C57BL/6 fueron puestos en apareo. Al dia 6,5 de gestacion
realizamos una unica inyeccion i.p. con OMV-Pg 5 ug/kg o con PBS como control. La eleccion
del dia de inyeccion se debe a que es posterior al proceso de implantacion (que tiene lugar
al dia 4,5 de gestacion) y previo a la placentacion completa (dg 12,5). Es necesario destacar
que en estudios previos del laboratorio hemos demostrado que las OMV-Pg alcanzan la

interfase materno-placentaria 6 horas luego de ser inyectadas (Lara et al., 2023).

En primer lugar, realizamos estudios histolégicos para evaluar la estructura de los
sitios de implantacion al dia 8,5 de gestacién. En los ratones control (PBS), se observa una
monocapa de células trofoblasticas gigantes que migran del cono ectoplacentario. Sin
embargo, en hembras tratadas con OMV-Pg se puede observar una expansion evidente de
la capa de células trofoblasticas gigantes (TGC) (Figura 5a) que indica defectos en la
diferenciacion y capacidad invasiva. Paralelamente, al evaluar la expresion de Pri3d1, un
marcador especifico de TGC, en los sitios de implantacion, encontramos que las hembras
tratadas con OMV-Pg presentan una tendencia al aumento en la expresion de este marcador

(Figura 5b), lo cual es consistente con lo observado en los estudios histoldgicos.
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Figura 5: Efecto de una unica dosis de OMV-Pg inyectada al dia 6,5 de gestacion sobre la
histologia y la expresién de ARNm de Pri3d1 en el dia 8,5 de gestacion. Hembras C57BL/6 fueron
puestas en apareo. A) Al dia 6,5 de gestacion se inyectd una dosis de 5 ug/lkg OMV-Pg o PBS como
control. Al dia 8,5 fueron sacrificadas y se aislaron los sitios de implantacion para realizar estudios
histolégicos. B) Asimismo, algunos sitios fueron utilizados para evaluar por qPCR los niveles de

expresion del marcador de células trofoblasticas gigantes, Pri3d1. *p<0,05; t-test no pareado.

La angiogénesis es un proceso critico durante la implantacion y placentacién normal,
y en etapas tempranas de la gestacién murina esta fuertemente regulada por el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) (H. Wang & Dey, 2006). Las complicaciones
gestacionales relacionadas con defectos en la placentacion y remodelaciéon vascular como la
preeclampsia y la restriccion del crecimiento fetal estan fuertemente asociadas a alteraciones
en la expresion de factores de placentacion y angiogénesis como VEGF, factor de crecimiento
placentario (PIGF) y angiopoyetina (ANGPT) entre otros. Se cree que la presencia de
bacterias patégenas en la placenta podria desencadenar una mayor liberacion de factores
antiangiogénicos como sFLT-1 y sENG, que generan una disminucion de la liberacién de
factores proangiogénicos como PIGF y VEGF, lo cual daria lugar a un estadio
antiangiogénico. Esto se asocia a una remodelacién vascular ineficiente y como
consecuencia tiene lugar un déficit de la funcién endotelial que conduce a las manifestaciones

clinicas de la PE (Amarasekara et al., 2015) (Kappou et al., 2015).

Como se menciond anteriormente, experimentos en modelos murinos han revelado
que la infeccion con bacterias periodontales no solo induce RCF (D. Lin et al., 2003), sino,
ademas, a través de la evaluacion histologica de placentas de fetos que presentaron RCF y
crias con bajo peso al nacer, se ha demostrado que éstas exhibian defectos estructurales

asociados a fallas en la vasculatura (Ao et al., 2015; Barros et al., 2005).
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Considerando estas evidencias y teniendo en cuenta que el tratamiento con OMV-Pg
alteré el peso de los embriones de hembras tratadas respecto a las hembras control
(resultados previos) y que la estructura histologica en etapas tempranas se encuentra
afectada, nos propusimos estudiar la expresion de dichos marcadores asociados a disfuncion

placentaria.

0.0015+ 0.0005-

0.0004- L

0.0010+
0.0003-

0.0002- $ .
0.0001

®
0.0000 4

0.00010- [

0.0005- $

Expresion de ARNm de VEGF-A
I

Expresion de ARNm de VEGF-C
®

0.0000 T o

0.0015+

0.00008-

0.0010- L
0.00006—

0.00004-

0.0005-
0.00002 .,

o
0.0000 + é— 0.00000 -re S
] % P %
& @q & é“q
S S

Expresion de ARNm de PLGF
)
Expresion de ARNm de ANGPT1
]

Figura 6. Efecto de una unica dosis de OMV-Pg inyectada al dia 6,5 de gestacidon sobre la
expresion de ARNm de factores placentarios y angiogénicos en los sitios de implantacion al dia
8,5 de gestacion. Hembras C57BL/6 fueron puestas en apareo programado. Al dia 6,5 de gestacion
se inyect6 una dosis de OMV-Pg o PBS como control. Al dia 8,5 fueron sacrificadas y se aislaron las
placentas, se realizé la extraccion de ARN y posterior obtencién de ADNc para determinar por qPCR
los niveles de expresion de VEGF-A (A), VEGF-C (B) y PIGF (C) y ANGPT1 (D). *p<0,05; t-test no

pareado.

Los resultados de la figura 6 indican que el tratamiento in vivo con OMV-Pg disminuyé

significativamente los niveles de VEGF-A, PIGF y ANGPT1 en los sitios de implantacién de
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hembras C57BL/6 inyectadas. Ademas, se pudo observar una tendencia a la disminucién en

los niveles de expresion de VEGF-C.

Teniendo en cuentas que el factor inducible por hipoxia (HIF) regula la expresién de
varios mediadores angiogénicos, como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF-A)
desempenando un papel fundamental en la angiogénesis y que dicho factor activa la
transcripcién de genes de factores pro-angiogénicos, a continuacién, evaluamos la expresion

de las isoformas HIF-1a y HIF-2a.
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Figura 7. Efecto de una unica dosis de OMV-Pg inyectada al dia 6,5 de gestacién sobre la
expresion de ARNm de las isoformas 1 y 2 del factor de transcripcién inducible por hipoxia en
sitios de implantacién al dia 8,5 de gestacion. Hembras C57BL/6 fueron puestas en apareo
programado. Al dia 6,5 de gestacion se inyect6 una dosis de OMV-Pg o PBS como control. Al dia 8,5
fueron sacrificadas y se aislaron las placentas, se realiz6 la extraccién de ARN y posterior obtencién
de ADNc para determinar por gPCR los niveles de expresion de HIF-1a (A) y HIF-2a (B). *p<0,05; t-
test no pareado.

Los resultados presentados en la figura 7 muestran que los sitios de implantacion de
hembras tratadas con OMV-Pg presentan una tendencia a la disminucion de la expresién de

ambos factores respecto a sitios de hembras control.

En base a los resultados previos y teniendo en cuenta que las OMVs de P. gingivalis
podrian estar induciendo estrés oxidativo y dafio celular, lo que podria alterar la homeostasis
celular y disminuir la estabilizacién de HIF, en siguiente lugar quisimos estudiar la produccién

de ROS como mediador de estrés oxidativo en los sitios de implantacion de hembras tratadas
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o no con OMV Pg. Empleamos dos estrategias experimentales, por un lado, tratamos a las
hembras al dg 6,5 con las OMV-Pg y analizamos los sitios al dg 8,5 la produccién de ROS en
condiciones basales (Figura 8A). Por otro lado, aislamos sitios de implantacion de hembras
en gestacion normal al dg 8,5 y estos explantes fueron tratados ex vivo con OMV-Pg (Figura
8B). Como se puede observar en la figura 8, resultados preliminares muestran que los sitios
de implantacion de hembras tratadas con OMV-Pg in vivo presentan un incremento en la
producciéon de ROS (Figura 8A). Mas aun, en cultivos ex vivo de sitios de implantacién
provenientes de hembras controles (Figura 8B), observamos que el tratamiento con OMV-Pg
induce un aumento en la produccion de ROS a niveles similares a los encontrados en los

sitios de implantacion que provienen de hembras tratadas con OMV-Pg.
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Figura 8. Produccion de ROS en sitios de implantacion de hembras tratadas o no con OMV-Pg.
A) Se aislaron sitios de implantacion de hembras C57BL/6 tratadas o no con OMV-Pg en el dia 8,5 de
gestacion. Durante los ultimos 30 minutos de cultivo, los sitios se incubaron con la sonda
diclorofluoresceina diacetato (5 uM) (DCFH-DA) (Sigma-Aldrich). Al finalizar la incubacion, los sitios
fueron lavados con PBS, homogenizados en buffer RIPA, centrifugados y la fluorescencia se determiné
en el sobrenadante por fluorimetria. B) Sitios provenientes de hembras control al dg 8,5 fueron aislados
y se cultivaron ex vivo en presencia o ausencia de 1 ug/ml de OMV-Pg. Se cuantifico la produccion de
ROS como en A). Los resultados obtenidos se expresaron como intensidad media de fluorescencia

(IMF) normalizado por ug de proteinas totales en el extracto.

Durante la gestacion, distintas poblaciones leucocitarias son reclutadas a la interfase
materno-placentaria. Alli, deben ser estrictamente reguladas en su funcién, ya que
deficiencias en los mecanismos de control se asocian a diversas complicaciones como aborto

recurrente espontaneo o PE, entre otros sindromes. Por este motivo, lo siguiente que
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decidimos estudiar fue la expresion de quimioquinas y marcadores leucocitarios en los sitios

de implantacion en el dia 8,5 de gestacion.

Evaluamos la expresion de las citoquinas: - IL-13, que tiene un rol dual durante la
gestacion ya que por un lado puede influir en la diferenciacion y la invasion de las células
trofoblasticas, lo que es esencial para una implantacién exitosa y la formacion de una placenta
funcional, mientras que a su vez es un fuerte inductor de la inflamacion y se asocia a diversas
complicaciones gestacionales (L6b et al., 2021) - IL-6, citoquina que favorece la migracion
trofoblastica y promueve el reclutamiento de células deciduales involucradas en el
remodelamiento vascular (Viloti¢ et al., 2022) , e - IL-15, un regulador de la diferenciacién de
células NK uterinas que favorecen la angiogénesis (Gordon, 2021), y la quimioquina MCP-1
(o CCL2), que es un importante factor quimiotactico de monocitos y neutrofilos (Z. Lin et al.,
2023).
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Figura 9. Efecto de una unica dosis de OMV-Pg sobre la expresion de ARNm de marcadores
leucocitarios y citoquinas en sitios de implantacion. Hembras C57BL/6 fueron puestas en apareo
programado. Al dia 6,5 de gestacion se inyecté una dosis de OMV-Pg o PBS como control. Al dia 8,5
fueron sacrificadas y se aislaron las placentas, se realizé la extraccion de ARN y posterior obtencién
de ADNCc para determinar por gPCR los niveles de expresion de IL-13 (A), IL-6 (B), IL-15 (C) y MCP-1
(D). ****p<0,001; **p<0,01; *p<0,05; t-test no pareado.

Los resultados indican que el tratamiento in vivo con OMV-Pg reduce
significativamente la expresién de IL-1 e IL-15 con respecto al tratamiento control (PBS). No

se observaron cambios para la expresion de IL-6 y MCP-1 (Figura 9).

44



DISCUSION



La remodelacion vascular es un proceso esencial para el éxito del embarazo,
asegurando un suministro adecuado de sangre y nutrientes al feto en desarrollo. Este proceso
requiere una interaccion coordinada entre las células trofoblasticas y las células endoteliales.
Las células trofoblasticas, a través de la liberacién de factores solubles como VEGF, PIGF y
otras citoquinas angiogénicas, juegan un rol fundamental en la remodelacién de las arterias
espirales, facilitando la invasién trofoblastica y la transformacion de estas arterias en vasos
de baja resistencia y alta capacidad (Harris, 2011). Esta interaccién no solo es crucial para la
remodelacion estructural, sino también para la regulacion del ambiente inflamatorio y
angiogénico en el sitio de implantacion. Las células endoteliales, por su parte, responden a
estas sefiales trofoblasticas mediante cambios en la expresién de moléculas de adhesién y
la produccién de mediadores angiogénicos, contribuyendo asi a la formacién de un lecho
vascular adecuado para el desarrollo placentario (Red-Horse et al., 2004). Las alteraciones
en cualquiera de estos mecanismos pueden resultar en una remodelacién vascular
inadecuada, llevando a condiciones de insuficiencia placentaria como la preeclampsia (PE)
(Aplin et al., 2020) y el retraso en el crecimiento intrauterino (RCIU). Asimismo, factores
externos como las infecciones maternas pueden influir negativamente en este delicado
equilibrio. En ese sentido, una asociacion entre la enfermedad periodontal y complicaciones
en el embarazo ha sido ampliamente reportada (Daalderop et al., 2018) aunque hasta ahora
la existencia de una relacién causal ni los mecanismos etiopatogénicos asociados han sido

completamente aclarados.

En este trabajo nos propusimos analizar la interaccion de las vesiculas de membrana
externa (OMV) derivadas de la bacteria periodontopatica Porphyromonas gingivalis (Pg) con
células trofoblasticas (Tb), centrales en el proceso de la remodelacion vascular durante la
gestacién. En particular, nos enfocamos en el estudio del condicionamiento de células
endoteliales (EC) y su impacto en este proceso crucial para asegurar una adecuada

placentacion.

Nuestros resultados muestran un efecto disruptivo de las OMVs de Pg en la expresion
de marcadores pro-/anti-angiogénicos en células Tb que se refleja en la incapacidad de las
células Tb para modular la funciéon endotelial. En primer lugar, encontramos que las células
Tb tratadas con OMV-Pg disminuyen tanto la expresién de VEGF-A como de PIGF, mientras
que aumentan la expresion de sFLT-1. Niveles de VEGF-A y PIGF insuficientes, puede
conducir a una formacion inadecuada de los vasos sanguineos y al flujo sanguineo
insuficiente hacia la placenta, lo que potencialmente resulta en complicaciones del embarazo.
De hecho, diversos reportes han descripto tanto en plasma como en placentas de mujeres

con PE un aumento en la expresion de sFLT-1 y una diminucion de los niveles de VEGF-A'y
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PIGF (Guo et al., 2021). De hecho, mas alla que las pruebas clinicas disponibles no son
suficientemente especificas para anticipar el diagnéstico y/o proveer indicadores predictivos
para identificar a las madres con mayor riesgo de desarrollar estas complicaciones se ha
aprobado el uso del cociente sFLT-1/PIGF para el diagnéstico de mujeres en riesgo de PE en
combinacién con otros datos clinicos, de laboratorio de rutina y ecografias (Verlohren et al.,
2022).

En linea con estos estudios, después de la estimulacion de las células Tb con OMV-
Pg, los factores solubles de las células trofoblasticas redujeron la migracién de las ECs,
indujeron la produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS) y promovieron la adhesién
de monocitos, reflejando su estado de activacion proinflamatorio. La disfuncién endotelial es
uno de los mecanismos clave en el desarrollo de las complicaciones gestacionales como la
PE (Maynard & Karumanchi, 2011; Roberts & Cooper, 2001). El endotelio disfuncional
promueve la produccién y liberacion de citoquinas proinflamatorias y moléculas de adhesion
que inducen la migracién y activacion las células inmunitarias, provocando respuestas
inflamatorias excesivas. Esta reportado a su vez que la activacion prolongada de las células
endoteliales resulta en un ciclo de inflamacién y estrés oxidativo, que a su vez inducen
disfuncion mitocondrial. Asimismo, un desequilibrio entre la generacién de ROS, ya sea por
una falla del sistema de defensa antioxidante o la produccién excesiva de radicales libres que
excede la capacidad de los antioxidantes, representa la causa principal de la disfunciéon
endotelial, lo que conlleva dafio vascular. Ademas, las ROS pueden inducir la apoptosis de
las células endoteliales, aumentar la adhesién de las mismas a los monocitos y neutrofilos o
modificar su potencial de angiogénesis. De esta manera la administracién de antioxidantes
puede ser protectora contra dichos dafios celulares. Actualmente estamos realizando

ensayos en presencia del antioxidante N-acetilcisteina, para evaluar dicha posibilidad.

Por otro lado, teniendo en cuenta que en la placenta las ECs estan continuamente
expuestas a factores celulares y humorales, asi como a todos esos elementos (bioldgicos,
quimicos 0 hemodinamicos) que circulan en la sangre en un momento dado, en futuros
ensayos como continuacién de esta linea de investigacion queremos evaluar el efecto directo

de las vesiculas de Porphyromonas gingivalis sobre las células endoteliales.

En el estudio de complicaciones gestacionales asociadas a infecciones
odontogénicas, se han utilizado varios modelos animales. En efecto, teniendo en cuenta las
diferencias con la gestacion humana, se ha intentado modelar algunos signos de estas
complicaciones para comprender los mecanismos etiopatogénicos e identificar posibles

biomarcadores o blancos terapéuticos. Existen modelos murinos donde la infeccién con
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Porphyromonas gingivalis induce parto pretérmino y crias con bajo peso al nacer (Ao et al.,
2015a; Miyauchi et al., 2018; Tavarna et al., 2020). En estudios previos de nuestro laboratorio
hemos reportado que el tratamiento con OMV-Pg al dia 6,5 de gestacién induce una
disminucion en el peso placentario y fetal al dia 14,5 de gestacién (Lara et al., 2023). Una
limitacion de este trabajo previo fue que no pudimos establecer mecanismos de los efectos
observados. Es por eso que en esta tesis quisimos evaluar los efectos del tratamiento con
OMV-Pg al dia 8,5 de gestacién, que se considera etapa temprana de la placentacion,
utilizando el modelo de gestacion previamente establecido. Como se menciond en la
introduccion la placentacibn es un proceso estrictamente regulado que involucra la
diferenciacion y migracion del trofoblasto y la transformacion de las arterias maternas para
satisfacer las demandas del feto en crecimiento. Las células gigantes trofoblasticas (TGC) de
ratén son los analogos funcionales del fenotipo invasivo del trofoblasto extravelloso (EVT)
humano (Hu & Cross, 2010; Malassine et al., 2003). El comportamiento invasivo de las células
del trofoblasto en ratones implica la degradacion y remodelacién de la matriz extracelular
uterina, regulada en parte por la activacién de MMP9 (Gordon, 2021; Yadi et al., 2008).
Nuestros resultados histolégicos muestran que el tratamiento con OMV-Pg induce defectos
en la placentacion evidenciados en primer lugar por un aumento en la capa de células
trofoblasticas gigantes, que esta asociado a un aumento en la expresion de Prl3d1, marcador
especifico de dichas células, lo que confirma una falla en la diferenciacion de dichas células.
Un correcto equilibrio espacio-temporal entre la proliferacion de las células progenitoras y su
diferenciacion en los tipos de células trofoblasticas esta controlado por las acciones de
factores de crecimiento y otras sefiales en el microambiente que influyen en los perfiles de

expresion génica de las células target, incluyendo los genes que determinan su destino.

A su vez teniendo en cuenta que como ya se menciond anteriormente la angiogénesis
es esencial para una implantacion y placentaciéon normal, y es influenciada por el factor de
crecimiento endotelial (VEGF), el factor de crecimiento placentario (PIGF), Angiopoyetina 1
(ANGPT1), entre otros factores angiogénicos. En segundo lugar, evaluamos la expresion de
dichos mediadores teniendo en cuenta que, una disminucion en la expresion local de VEGF
en placentas murinas estaria potencialmente asociado al desarrollo de complicaciones
gestacionales. En nuestro modelo murino encontramos que el tratamiento con OMV-Pg

induce una disminucion en la expresion de VEGF-A, PIGF y ANGPT1.

HIF-1a es uno de los factores que regulan la expresion de varios mediadores
angiogénicos, como VEGF-A, desempefiando un papel fundamental en la angiogénesis (Park
et al., 2010). HIF-1a no solo aumenta en respuesta a condiciones hipdxicas, sino que también

es activado por otros activando la transcripcion de genes pro-angiogeénicos, por lo que su
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funcién deficiente esta asociada a patologias como PE (Rath et al., 2016). Fallas en su
activacion pueden llevar a disfunciones metabdlicas en las células placentarias y deciduales,
afectando su capacidad para responder adecuadamente (Hayashi et al., 2005; Kierans &
Taylor, 2021). HIF desempefia un papel importante en este proceso, y su activacion
defectuosa también puede llevar a una invasion trofoblastica insuficiente. Nuestros resultados
demuestran una disminucion en la expresion de HIF que podria estar involucrada en los
defectos de placentacién observados. A su vez, esta disminucion podria estar asociada al
aumento en la produccion de especies reactivas de oxigeno. En linea con estos resultados
Tavarna y colaboradores reportaron en un modelo de gestacion en ratas que la infeccion con
P. gingivalis induce un retraso del crecimiento fetal que esta asociado a una desregulacion

de Htra1 placentario, marcador de estrés oxidativo (Tavarna et al., 2020).

Las citoquinas y quimioquinas son los principales mediadores inmunes durante el
embarazo, mediando diversas etapas como la receptividad uterina, la implantacion, la
placentacion y el desarrollo fetal, asi como el inicio del parto, ya sea desencadenando
procesos inflamatorios o induciendo la tolerancia inmunitaria. Asimismo, la decidua post-
implantacién es rica en diversas poblaciones leucocitarias, que deben ser estrictamente
reguladas en su funcién. Entre las células inmunes mas relevantes tanto los macrofagos
deciduales como las células NK uterinas juegan un papel importante en varios procesos como
en la angiogénesis, la remodelacion de las arterias espiraladas (Ae), la invasion trofoblastica,
la fagocitosis de células apoptéticas y la inmunomodulacién produciendo diversos factores,
como metaloproteasas de matriz extracelular (MMP) que ayudan a las células trofoblasticas
durante el remodelado de las Ae, y citoquinas antiinflamatorias como IL-10 (Ning et al., 2016).
Tanto deficiencias en los mecanismos de control de estas células como en la expresion de
citoquinas se asocian a diversas complicaciones como aborto recurrente espontaneo o PE,

entre otros sindromes.

Nuestros resultados muestran que los sitios de implantacién de hembras tratadas con
OMV-Pg presentan una disminucién en la expresién de IL-1B e IL-15. La IL-15 se induce
durante el periodo de preimplantacién, en el dia embrionario 3 (E3), y alcanza su maximo
durante la mitad de la gestacion, desde E8 hasta E10. Posteriormente, disminuye a un nivel
mas bajo pero constante hasta E18,5. (Gordon, 2021). En un estudio donde se muestra la
cinética de células uNK DBA+ durante la gestacién murina, se observé que las células uNK
al dia E6,5, se expanden al menos 10 veces respecto a su nivel normal y alcanzan su pico
en E9.5, y regresan casi a los niveles previos al embarazo en E13,5 (Yadi et al., 2008). Estos
datos apoyan un modelo en el cual la IL-15 se induce justo antes de la implantacion del

embridn en ratones, alcanza su maximo a mitad de la gestacién alrededor del tiempo de la
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remodelacion de las arterias espirales, y disminuye, pero persiste hasta el término. Teniendo
en cuenta la cinética de expresion de IL-15, las células NK uterinas pueden entonces
diferenciarse y expandirse en respuesta a dicha citoquina. De esta manera, una disminucién
en la misma podria implicar una disminucién en el reclutamiento de células uNK, células que
tienen gran importancia durante la remodelacion vascular. Creemos que seria relevante para
entender los mecanismos que conducen la pérdida de la homeostasis inmune y a fallas en la
placentacion y remodelacion vascular, evaluar a futuro tanto la presencia de células uNK
como de otras ceélulas inmunes reclutadas durante la generacién de la interfase materno-fetal.
La IL-1B es una citoquina proinflamatoria que tiene un rol dual durante la gestacién. Por un
lado, hay diversos estudios que demuestran un aumento en la expresion y secrecién de dicha
citoquina en muestras de placentas de pacientes con PE e RCIU como en macréfagos
deciduales (Perez-Sepulveda et al., 2014). A su vez en etapas tempranas de la gestacion,
IL-1B8 puede inducir la expresion de factores de crecimiento como el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) (Shan et al., 2022). Ademas, esta citoquina esta reportado que
regula la invasion trofoblastica (Gan et al., 2024). Asimismo, se ha demostrado que los niveles
de IL-1B aumentan a medida que el blastocisto se desarrolla (Tsai et al., 2024). Estos
resultados demuestran que un equilibrio de la produccion y la actividad de IL-1B es crucial.
Tanto un aumento o una disminucion desregulada puede tener efectos adversos, que puede

contribuir a complicaciones en el embarazo.

El hecho de que los efectos deletéreos en el modelo in vitro de interaccion trofoblasto-
endotelio como en el modelo in vivo de gestacidon que encontramos sean provocados por
OMVs de Pg proporciona nuevas evidencias para entender los mecanismos que operan en
las células trofoblasticas tras la infeccion por Pg en el embarazo temprano, ya que la
presencia de Pg es escasa en la placenta (Aagaard et al., 2014). Un estudio reciente que
muestra que las OMVs de bacterias anaerobias llegan efectivamente a la placenta en
embarazos normales ha resaltado la relevancia de los efectos mediados por OMVs en
embarazos saludables y patoldgicos (Menon et al., 2023). A la luz de esta observacién y de
nuestros resultados presentes, es concebible que los efectos deletéreos de Pg durante la
placentacién en embarazos asociados a periodontitis estén relacionados con la liberacion de
OMVs y su papel promotor para la posterior infeccién por Pg o la disrupcion de la funcién de

las células trofoblasticas.
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La asociacion entre infecciones odontogénicas y complicaciones gestacionales
fundamentan nuestro objetivo de explorar a nivel celular y molecular los efectos de bacterias
periodontopaticas sobre el rol de las células trofoblasticas en la remodelacion vascular y el

condicionamiento de células endoteliales en la interfase materno-placentaria.

Consideramos que los resultados obtenidos en el presente trabajo son relevantes para
aportar al conocimiento de los mecanismos etiopatogénicos que subyacen a la relacion entre
las complicaciones gestacionales y las infecciones periodontales, lo que permitira a futuro la
identificacion y validacion de nuevos marcadores aportando una herramienta clinica de gran
potencial para el diagnéstico, el pronéstico de severidad y eventual tratamiento desde etapas

tempranas del embarazo.
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