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RESUMEN

RESMEN

Role of vasoactive intestinal peptide (VIP) in the function of
tropho blast cells, the inflammatory response and vascular

remodeling during early pregnancy

Alteraciones en la proliferacion y diferenciacion de células
trofoblasticas (TB) en sus diversos fenotipos funcionales, defectos en

la transformacion vascular y un control deficiente de la respuesta
inflamatoria materna en etapas tempranas de la gestacion se asocian

con complicaciones gestacionales como la preeclampsia y la
restricciébn del crecimiento intrauterino. Diversos factores s olubles y
de contacto participan en estos procesos durante la placentacion.
Proponemos la participacion de | péptido intestinal vasoactivo (VIP),

ya que es sintetizado por TB y tiene actividad relajante muscular,
vasodilatadora, e inmunomoduladora. El objet ivo de esta tesis fue
investigar la contribucién del VIP y sus receptores VPAC en

diversas funciones de TB, en particular en su capacidad de
diferenciarse, migrar e invadir; su capacidad de interactuar

con células inmunes deciduales favoreciendo la remodel acion
tisular en un microambiente anti - inflamatorio. Analizamos estos
aspectos en disefios in vitro con lineas celulares trofoblasticas
humanas de primer trimestre (Tb), la interaccibn de éstas con
monocitos de voluntarios sanos 0 macrofagos derivados de el los. En
la segunda parte del trabajo evaluamos la expresion del VIP y los
efectos del péptido en disefios ex vivo empleando explantos de
placenta de primer trimestre obtenidas de abortos electivos en el

marco de una colaboracién con la Universidad de Manche ster.

Nuestros resultados demuestran que Tb tiene la capacidad de
aumentar la migraciéon de monocitos (Mo), que adquieran un perfil
anti -inflamatorio con aumento en la produccion de IL -10 y fagocitosis

de cuerpos apoptoticos. Esos efectos fueron aun mayores silas Tb se
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incubaron previamente con VIP. Ademas, los medios condicionados
de Tb tratadas con VIP disminuyeron la expresion de marcadores pro -
inflamatorios, aumentaron los anti -inflamatorios y la fagocitosis de

cuerpos apoptoticos en macrofagos (MA) dif erenciados con GM -CSF.

Cuando estudiamos placentas humanas de primer trimestre,
detectamos que las TB extravellosas expresan VIP y este aumenté la
migracion por una via dependiente de PKA. Cuando silenciamos el VIP

en Tb, observamos una disminucion en la expresion de genes de
remodelacion de la matriz extracelular, en especial las
metaloproteasas (MMP) 2 y 9. Las TB VIP positivas se encontraron
principalmente en la luz de las arterias espiraladas y glandulas
maternas sugiriendo su funcién de remodelacion. Ademas, VIP
aumento la secrecion de IL -10 y varias quimioquinas y disminuyo la

de G-CSF en TB. Cuando analizamos las células NK y MA deciduales

en estas muestras de placenta detectamos que expresan VPACL y
VPAC2 y que el VIP disminuyé la secrecién de los m arcado res pro -
inflamatorios IL -1 a , -8lelL -12 y aumentd IL -10. Ademas, solo en
los dMA el VIP aumenté la expresion y actividad de la MMP -2,

consistente con un efecto sobre la transformacién vascular.

Estos resultados aportan evidencias acerca de la modulacio n por VIP
de la funcién trofoblastica y su interaccion con células inmunes en la
interfase temprana y sugiere su papel como modulador endégeno a

través de circuitos autocrinos y paracrinos. Las evidencias
presentadas aqui sostienen un papel del VIP de orig en trofoblastico
durante la placentacion. Su eventual potencial y validacion como
biomarcador requerird abordajes en disefios clinicos de cohortes en

pacientes con y sin complicaciones gestacionales.

Palabras claves: CELULAS -TROFOBLASTICAS, MONOCITOS, MACR OFAGOS,
INFLAMACION, TRANSFORMACION -VASCULAR, FAGOCITOSIS.
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ABSTRACT

Role of vasoactive intestinal peptide (VIP) in trophoblast cells

functions, controlling the inflammatory response and vascular

remodeling during early pregnancy

Alterations in the proliferation and differentiation of trophoblast cells,

defects in vascular transformation or failure in the regulation of the
inflammatory response during early preg nancy are events associated
with pregnancy complications as preeclampsia and fetal growth
restriction (FGR). Both pathologies present high rates of mortality

and morbidity for the mother and the neonate. Among various soluble

and contact factors involved i n placentation, the participation of the
vasoactive intestinal peptide (VIP) has been proposed. It is
synthesized by trophoblast cells and it has vasodilating,
immunosuppressive and smooth muscle relaxing effects. The aim of
this Thesis was to investigate the contribution of VIP and its
receptors (VPAC) to trophoblast cell function. Particularly,

their ability to differentiate, migrate and invade; to interact

with decidual immune cells and to favour tissue remodelling in

an anti -inflammatory microenvironmen t. We studied these
features in an in vitro model with human first trimester trophoblast
(Tb) cell lines interacting or not with monocytes (Mo) obtained from
healthy volunteers or macrophages (MA) differentiated from them.

On the second hand, we studied th e expression and effects of VIP in
an ex vivo design with first trimester placental explants from elective

terminations in collaboration with the University of Manchester.

Our results show that Swan 71 trophoblast cells increased the
migration of Mo which acquired an anti -inflammatory profile with IL -
10 production and increased apoptotic cell phagocytosis. All these

effects were increased when Thb cells were grown in the presence of
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VIP. Besides, the conditioned media of Tb cells treated with VIP were

capabl e of decreasing pro -inflammatory markers and increasing anti -
inflammatory markers and apoptotic cell phagocytosis in MA
differentiated with GM  -CSF.

In human first trimester placentas, we detected that extravillous
trophoblast cells express VIP and that VIP increased the migration of
these cells through the PKA pathway. When we treated Tb cells with a

VIP siRNA, we observed a reduced expression of extracellular matrix
remodelling proteins like metalloproteinase (MMP) 2 and 9. These VIP
positive Tb cells were  present in the lumen of the spiral arteries and
maternal glands suggesting their role in remodelling functions.
Moreover, VIP increased the secretion of IL -10 and some chemokines
meanwhile it diminished G -CSF secretion in Tb cells. When we
isolated decidu al MA and NK cells from the explants, both expressed

VIP receptors whereas VIP decreased some pro -inflammatory
markers, such as IL -1a, IL-8 and IL -12 and increased IL -10. When
decidual MA were treated with VIP, it increased the expression and
activity of M MP-2, consistent with an effect of MA in vascular

transformation.

The evidence presented in this Thesis support a novel role of VIP in
trophoblast cells during placentation. Results provide evidence on the

effects of VIP on Tb cells and their interaction with immune cells in
early maternal placental interface to contribute to an anti -
inflammatory microenvironment. Besides, they suggest an important

role of VIP as an endogenous autocrine and paracrine modulator. New
approaches with clinical trials in patie nt cohorts with normal and
pathological pregnancies, such as preeclampsia and FGR, are needed

in the future to assess the potential of VIP as a biomarker.

Keywords: TROPHOBLAST -CELLS, MONOCYTES, MACROPHAGES,
INFLAMMATION, VASCULAR -TRANSFORMATION, PHAGOCYT OSIS
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Ac Anticuerpos
Ae Arterias espiraladas
AMBA Area Metropolitano de Buenos Aires
CalDAG Calcium and diacylglyceol -regulated guanine nucleotide
exchange factor |
CD Células Dendriticas
CMH Complejo Mayor de Histocompatibilidad
CPAp Células Presentadoras de Antigenos profesionales
DAMPs Patrones moleculares asociados a dafio
EC Células endoteliales
EPAC Exchange proteins directly activated by cAMP
EVT Células Trofoblasticas Extravellosas
- gEVT EVT glandulares
- IEVT EVT intersticia les
- VEVT EVT endovasculares
FGF-2 Factor de crecimiento basico de fibroblasto 2
FOXP3 Forkhead Box P3
GAPDH Gliceraldehido 3 -fosfato deshidrogenasa
GM-CSF Factor estimulador de colonias de granulocitos y
monocitos
GRO-U oncogen -U relacionado al crecimiento
Hcg Gonadotrofina coridénica humana
HLA Antigenos leucocitarios humanos
HUtMVEC Human Uterine Microvascular Endothelial Cells
IFN Interferén
IRF -5 Interferon regulatory factor 5
ISP Implantation Serineprotease
I DO Indolamina 2,3 -dioxigenasa
IL Interleuquina
IP-10 Interferon gamma  -induced protein 10
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IPEX immune dysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy
X-linked syndrome
KLF -4 Kruppel like factor 4
LIF Leukemia Inhibitor Factor
MA Macrofagos
- dMA Macrofa gos deciduales
M-CSF Factor estimulador de colonias de m acrofagos
MC Medios Condicionados
MCI Macizo Celular Interno
MCP -1 Proteina quimioatractante de monocitos 1
MEC Matriz Extracelular
MFG -E8 milk fat -globule EGF factor 8
MIP Proteina inflamatori a de macrofagos
MMP Metaloproteasas
MNT células mononucleares totales
NET neutrophil extracelular trap
Neu Neutrofilos
- aNeu Neutrofilos apoptoticos
NK Células Natural Killer
- dNK Natural Killer deciduales
Mo Monocitos
ON Oxido Nitrico
PCR Reaccion de la Polimerasa en cadena
PE Preeclampsia
PECAM Platelet endothelial cell adhesion molecule
PGE2 Prostanglandina E2
PIGF Factor de crecimiento de la placenta
RANTES Regulated on Activation, Normal T Expressed and
Secreted
RCIU Restriccion del creci  miento intrauterino
RRP Receptor de Reconocimiento de Patégenos
Scrl Secuencia scramble
SiVIP SiRNA de VIP




ABREVIATURAS

SF Solucidn fisiolégica
SFB Suero Fetal Bovino
SN Sobrenadante
SMA Actina del musculo liso
Tb Células trofoblasticas
- aTb Células trofoblasti cas apoptéticas
TGF Factor de crecimiento transformante

Th Linfocito CD4+  helper
TIMP Inhibidor de MMP de tejido
TNF Factor de necrosis tumoral
Treg Linfocitos T CD4+ reguladores

- iTreg Linfocitos Treg inducibles
- nTreg Linfocitos Treg naturales

- Trl Linfocito Treg de tipo 1
TSP-1 Trombospondina 1
VEGF Factor de crecimiento de endotelio vascular
VIP Péptido Intestinal Vasoactivo
VSMC células vasculares del masculo liso
YWHAZ tyrosine 3 -monooxygenase/tryptophan 5 -monooxygenase

activation protein  zeta




INTRODUCCION




La reproduccibn humana involucra una paradoja fundamental:
aungue es critica para la supervivencia de la especie, es un proceso
relativamente ineficiente. Por un lado, la fecundidad maxima, es
decir, la probabilidad de con  cepcidén durante un ciclo menstrual, es de
aproximadamente un 30%. Por el otro, los procesos de implantacion

y placentacion requieren no solamente el balance entre diversas

poblaciones celulares sino también una sincronizacion e interaccion
de mediadores pr oducidos por las mismas, regulados por | 0s sistema s
nervioso, inmune y enddcrino. Aproximadamente el 40 al 60% de

todas las concepciones llegan a las 20 semanas de gestacion y se
propone que esta pérdida se debe anomalias en tal sincroniza cién que
resultan en un control deficiente de los diversos procesos a lo largo

de la gestacion [1,2] . Existe un gran interés en comprender estos
mecanismos de regulaci 6n, en particular se ha demostrado que
deficie ncias en la regulacion durante la placentacion se asocian a
complicaciones gestacionales con altas tasas de morbilidad y
mortalidad materna y neonatal. A continuacion se detallaran los
mencionados procesos Yy las principales interacciones neuroinmuno -

endocr inas que subyacen a esta compleja regulacion.

GENERACION DE LA INTERFASE MATERNO -FETAL

1 - IMPLANTACION

En condiciones fisiologicas deben ocurrir tres evento s para que se
produzca un embarazo : la ovulacion, la copulacion y la fertilizacion.
Estos eventos estan acompafados de una serie de cambios
metabolicos, hormonales y de citoquinas que preparan al Gtero para
la implantacién del blastocisto . Algunos de estos cambios persisten

durante todo el embarazo [3] .

Luego de la menstruacion, el utero ha perdido parte del endometrio

quedando solo el endometrio basal mientras que las arterias



espiraladas (A e) han involuciona do con el mismo . El ciclo sexual se
reinicia y, asociado a la liberacion de estrogenos, se produce una
rapida proliferacion de células epiteliales y estromales (fase
proliferativa del ciclo menstrual o folicula r). En esta, el endometrio

funcional progresa desde el endometrio basal aumentan do en tamafio

las glandulas y las Ae en tamafio y cantidad . Posteriormente a la
ovulacién, cuando los niveles de progesterona comienzan a
aumentar, cesa la proliferacion y comien za la diferenciacion (fase

secretoria 0 lutea). En esta fase el endometrio se prepara para la
implantacion del blastoci sto. Los cambios morfolégicos clasicos
descriptos son: disminucion progresiva de la mitosis, aparicion de
vacuolas ricas en glucégeno en el epitelio endometrial secretadas por
las glandulas , edema en el estroma , infiltracion leucocitaria y
aumento de las Ae generando un endometrio funcional bien irrigado

Todo este proceso se inicia en el ciclo menstrual normal y
eventualmente termina en fo rma conjunta con este. Si ocurre la
fertilizacion, los cambios en las células estromales son mas marcados

y estos llevan a la diferenciacion de la decidua en distintas capas con

funciones mas especializadas.

Estos cambios producen que el estroma del endom etrio se diferencie
a decidua, proceso que involucra varias poblaciones celulares
presentes en la mucosa uterina. Luego de la implantacié n, bajo la
influencia de e strégenos, | a principal funcién de la misma seria la de

soporte solido para la nutricién y de sarrollo del feto [4,5] .

La fertilizacion ocurre en la trompa de Falopio entre 24 y 48 h luego

de la ovulacion [1,6] . El ovocito humano fec undado pasa por una serie
de cambios, a medida que atraviesa el oviducto, que lo preparan para

su implantacién en el Gtero. El cigoto tiene varias divisiones celulares
sin cambiar su tamafo, llevando a un aumento rapido en la cantidad

de células. Estas cél ulas son cada vez mas peque fas y se las

denomina blastbmera s. La compactaciéon celular resultante de la serie
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de divisiones mitGticas sin variar el tamafio inicial del ovocito se
denomina morula. Cuando esta alcanzé la etapa de 12 a 16 células,
aun rodeada d e la zona pelucida. La moérula se introduce en la
cavidad uterina donde se sigue dividiendo (Figura 1a). En esta fase,

la superficie de la moérula se vuelve mas lisa y esférica, debido a que

las células se compactan e incrementan los contactos intercelulares
estableciéndose uniones herméticas que sellan la morula respecto del
medio exterior. Poco después, los espacios intercelulares internos
aumentan de tamafio generando una cavidad interna central llena de
liquido, el blastocele. En ese momento la mérula se h a transformado
en blastocisto. EI  blastocisto  es el primer estadio del desarrollo en el
que se pueden diferenciar dos tipos celulares: un pequefio cumulo de
células, que en el polo apical forma el macizo celular interno (MCI) y

una monocapa de células epite liales, continua e impermeable, que
rodea y recubre al MCl y al blastocele llamada trofoectodermo (Figura
1B)[4,7] . Esta etapa inicial, se encuentra bajo el control de moléculas
de informacion materna que se acumularon en el citoplasma del

ovocito durante la ovogénesis [5] .

Luego, el desarrollo depende de la activacibon del genoma
embrionario, que codifica factores de crecimiento, componentes de
uniones intercelulares y otras macromoléculas necesarias para la

evolucion normal del mismo [3,6,8,9]

Del MCI deriva el embrién propiamente dicho, que crece y comienza a
diferenciarse dando origen a los tejidos embrionari os (ectodermo,
mesodermo y endodermo) que luego daran lugar a los tejidos y
organos del feto. De este MCI también derivan algunas estructuras
extraembrionarias : el saco vitelino, la lamina corionica y el cordén

umbilical [1] .

El trofoectodermo es el epitelio precursor de la placenta y el principal

componente del sistema de estructuras extraembrionarias. Cuando el
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blastocisto llega al utero, las células del trofoectodermo establecen un

contacto inicial con el epitelio uterino [5,10]

La implantacién es el proc eso por el cual el blastocisto invade el
endometrio, esto ocurre entre los 8 y 9 dias post -fertilizacion. La
implantacion solo puede ocurrir durante un lapso breve denominado
ventana de implantacion (a 20 dias del inicio de la menstruacion 5],
en el cual el utero se encuentra receptivo. En humanos dura
aproximadamente de 2 a4 dias. Este periodo de receptividad resulta

de una serie de acciones programadas de la progesterona y los
estrogenos sobre el endometrio e involucr a cambios estructurales
como pérdida de vellosidades y alteraciones en las uniones celulares
estrechas. Existen evidencias que sugieren que el estado receptivo

del Gtero esta sincronizado con la activacion del blastocisto [517].

Para que la implantacion ocurra es indispensable la pérdida de la

zona pellcida. Esta  se lleva a cabo por enzimas serinproteasas, entre
ellas implantation serin eprotease (ISP) 1/2 sintetizada s por el
trofoectodermo que digiere la matriz glicoproteica de la misma en la

cavidad uterina 5 a 6 dias post -ovulacion.

A) P - A‘u_\\4
DIA2 - ~

Estadio 2 cel)

DA O
Fertilizacion

Figura 1: Estadios temprano s del desarrollo embrionario humano

A) Luego de la fertilizacion en el oviducto, el cigoto sufre una serie de d|V|S|ones mitéticas
hasta formar una morula. En este estadio, entra en el (tero y se transforma en blastocisto.
Es este ultimo el cual comienza el proceso de implantacion (modificado de [1]).
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B) El blastocisto esta formado por un macizo celular intern o (MCI) y una capa de células
epiteliales llamada trofoectodermo que lo rodea (modificado de [5] ).

Asi, el blastocisto queda incluido en el endometrio, durante un
proceso regulado en el que el trofoblasto estd programad 0 para
invadir cualquier tejido y la decidua esta especializada en controlar

dicha invasion [4,10] .
El proceso de implantacion comprende tres estadios:

A) aposicion , adhesion inicial del b lastocisto a la pared uterina, que
es inestable e involucra la interdigitacion entre las microvellosidades

del sinciciotrofoblasto y los pinopodos (microprotrusiones producidas

por efecto de la progesterona) de la superficie uterina. En la aposicion
predom inan los efectos de la interaccion entre uniones débiles con un

rol critico de la L -selectina fuertemente expresada por el trofoblasto
(Figura 2 A);

B) adhesion estable , Ccaracterizada por un aumento en la
interaccién fisica entre trofoblasto y epitelio uter ino. Predominan las
interacciones estables de moléculas de adhesion, como las integrinas
(Figura 2b);

C) invasion , el sinciciotrofoblasto penetra en el endometrio y

establece la conexion directa con la circulacion materna [1] . En esta
etapa las proteasas tienen un rol fundamental , producidas tanto por
la decidua como por el trofoblasto y son controladas por inhi  bidores

[1,5] . (Figura2 C).
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IMPLANTACION

@ zona pelucida
blastocisto

c- INVASION

PERDIDA DE LA
ZONA PELUCIDA

a-APOSICION

b-ADHESION

Figura 2: Proceso de Implantacion . A) Aposiciéon; B) Adhesion; C) Invasion y
mantenimiento del embarazo. Esta imagen fue extraida y modificada de [5] .

La implantacion es uno de los periodos criticos en el embarazo donde
cualquier interferencia en el camino invasivo del trofoblasto podria
acarre ar consecuencias serias, al poner en riesgo el embarazo o

incluso la vida materna  [1,2] .

Como se menciond anteriormente, las hormonas esteroides, en
especial la progesterona y los estrogeno s, dese mpefan un papel
fundamental en la preparacion del endometrio para la implantacion.

Durante la fase folicular, el endometrio sometido a la accion de los
estrogenos prolifera y crece. Luego de la ovulacién, la progesterona
promueve cambios sobre el endometri 0 produciendo su
decidualizacién, independientemente si hubo fertilizacion o no [5] . La
progesterona es producida en primer lugar por el cuerpo lateo en
respuesta al estimulo de la hormona gonadotrofina corionica humana

(hCG) producida por el trofoblasto. Entre la sexta y octava semana de
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gestacion, cuando la produccion lutea decae, la placenta se convierte
en la principal fuente de dicha hormona. La secuencia hormonal
necesaria para la implantacion es: estrégenos seguido S por

progesterona y luego estrégenos junto con progesterona [11] .

Las hormonas que intervienen en la implantacion son numerosas.

Entre ellas se encuentran la hCG que inhibe la ovulacion y tiene un

papel importante en la implantacion favoreciendo la rec eptividad del
endometrio al blastocisto [11,12] . Por otro lado, la prolactina
secretada por células estromales uterinas tiene un rol sobre la

proliferacion de células Natural Killer uterinas [13,14] .

2 - PLACENTACION

2.1 - Iniciodelap lacentacion

Una vez que el blastocisto entra en contacto con el epitelio uterino, el
trofoectodermo  constituye el llamado trofoblasto. Este se diferencia
en una capa mas externa multinucleada llamada sinciciotrofoblasto
gue recubre a todo el embrién y forma los troncos de las vellosidades
primarias en la zona de implantacién, y otra interna de células
mononucleadas denominada citotrofoblasto primitivo . Antes de la
segunda semana post -fertilizac i6n, el citotrofoblasto se diferencia
siguiendo dos caminos: el citotrofoblasto velloso y el extravelloso.
Ambas capas poseen tipos celulares fenotipica y funcionalmente
distintos e interaccionan con células maternas diferentes. El

citotrofoblasto velloso cubre la placenta definitiva por debajo del

sinciciotrofoblasto y participa en funciones de oxigenacion vy

transporte de nutrientes  [1,9] . Por el contrario, el citotrofoblasto

extravelloso penetra a través del  sinciciotrofoblasto  y las células se

ubican en las extremidades de las vellosidades de anclaje,
estableciendo contacto con la decidua y formando columnas celulares

(Figura 3). Las células del citotrofoblast o0 velloso quedan en contacto
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con la membrana basal y contindan proliferando, mientras que las
que pierden el contacto , sufren una transicion similar a la epitelio -
mesenquimatica en el cual pierden la capacidad proliferativa [15] vy
adquieren un fenotipo invasivo a las cuales llamaremos a partir de

ahora células trofoblasticas extravellosas (EVT) [16119].

Para que la placenta tenga nutricion hemocorial a partir de la semana
12-13 de gestacion se requieren numerosos procesos que involucran

la migracion de las células EVT hacia distintas estructuras del utero

como los vasos y las glandulas. Esta capacidad invasiva es
dependiente de la secreciéon de metaloproteasas (MMP ) en especial
la2,9,12 ylal4y15quesolo esexpresada por las células EVT que
degradan la matriz extracelular, y su regulacion y control dependen

de la expresion de inhibidores por los tejidos maternos, evitando una

invasion excesiva [8,20 123]. Ademas, las EVT poseen otros
marca dores moleculares que las identifican como invasivas: la
integrina U1][2470P6p, HLAJG[B6R7] , entre otros . A las
células EVT se las clasific6 segun el lugar donde migran en el
endometrio decidualizado y su funcion. En primer lugar, las células
EVT intersticiales (IEVT) , migran por el estroma contactando las
células maternas como leucocitos, células musculares y endoteliale S
de los vasos. Estas células llegan primero para el remodelamiento
vascular  generando apoptosis principalmente de las células
musculares [8,27] . Las células EVT endovasculares ( VEVT) , por
otra parte, migran por el lumen de las arterias espiraladas maternas

y forman tapones que disminu yen el flujo sanguineo y favorece n su
remodelacion dejando pasar solo el plasma rico en nutrientes [28] . La
invasion de las células v EVT esta caracterizada por una disminucion

de la expresiébn de receptores de ad hesion caracteristicos de las
células EVT y un aumento de expresion de receptores de adhesion
caracteristicos de células vasculares [8,22,29] . Las v EVT reemplazan
el endotelio, formando un canal de diametro considerablemente

mayor respecto a la arteria inicial, y erosionan las paredes de las
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arterias préoximas a los espacios intervello sos, estableciendo una
conexion directa con las arterias maternas. En paralelo , se ha
propuesto que las células EVT glandulares (QEVT) , migran hacia las
glandulas maternas donde las remodelan sin formar tapones  y toman
los nutrientes de estas mismas volcan dolo a los espacios intervellosos
para el mantenimiento de la placenta hasta establecerse la nutricion
hemotroéfica [28,30] .

Tanto las EVT como las células provenientes del citotro foblasto
velloso poseen funciones secretoras de proteinas como:
interleuquinas (IL) IL -6 y 8, Factor inhibidor de leucemia (LIF por la
sigla en inglés Leukemia Inhibitor Factor ), Indolamina 2,3
dioxigenasa (IDO), Factor de crecimiento transformante beta (TGF-a )
u hormonas como la  hormona gonadotro fina coribnica humana , entre
otras, que regulan el micro -ambiente de la interfase materno -
placentaria tal que favorezca el mantenimiento de la homeostasis

inmunoldgicay una  adecuado desarrollo de la  gestacion [8,31 T 33] .

Tapones — | Invasién de arterias -
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Figura 3: Placentacion en la semana 11 de gestacion humana :1,2 - Lumen art erial con
tapon total; 3, 4 - Lumen arterial con tapén parcial; 5: Epitelio endoglandular reemplazado
por gEVT. Modificado de [28]

2.2 - Findelap lacentacion
A principios del segundo trimestre, los tapones se disuelven
permitiendo el flujo directo de sangre materna que entra en contacto

con el sinciciotrofoblasto, en el espacio intervelloso

Todos |o0s mecanismos mencionados anteriormente llevan a la
formacion de la placenta, y del modo en que ésta queda localiz ada se
establece un a interfase materno -placentaria conformada por una

zona de contacto trofoblasto  -sangre materna, y trofoblasto -decidua.

Las funciones de la placenta son muy importantes ya que es la

encargada de regular el desarrollo intrauterino . Proporciona
nutrientes, oxigeno y elimina desechos metabdlicos y produce o
metaboliza hormonas necesarias tanto para el feto como para la

madre [34] . Ademas tiene funciones inmunoldégicas como barrera de
proteccion frente a patdégenos y mas recientemente como Organo
inmunolégico para el mantenimiento d e la homeostasis al modular los

perfiles funcionales de los leucocitos presentes en la decidua [35,36] .

PARTICI PACION DE CELULAS INMUNES EN LA
INTERFASE MATERNO -FETAL

El sistema inmune ha evolucionado para defenderse de una gran
variedad de potenciales patégenos a los que se encuentra expuesto.

Los componentes de la respuesta inmune se pueden clasificar en
innato y adaptativo ~ segun su rol y mediadores frente a unainjuria . El
sistema inmune innato, reconoce patrones presentes en los
organism os patdgenos asi como los dafios generados por ellos. Este
reconocimiento de dafio tisular es necesario para que ocurra la

correcta activacion del sistema inmune adaptativo. Un aspecto
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fundamental de este segundo componente, es la generacion de un
repertorio amplio y variado de receptores de reconocimiento
antigénico distribuidos clonalmente en linfocitos T y B, cada uno con
especificidad por un antigeno particular [37] . Inherente a este
mecanismo, Yy ante la posibilidad de g enerar linfocitos que expresen
receptores capaces de reconocer @ntigenos propios § se han
desarrollado mecanismos de tolerancia central (ocurren en la médula

Osea y timo) o periféricos (en Organos linfaticos secundarios)
Mediante éstos se eliminaa los linfocitos autorreactivos para prevenir

fendmenos de autoinmunidad [38,39] .

En este contexto, el embarazo representa una situacion particular ya

que el feto en si mismo se comporta como un semi -injerto dado que
expresa  moléculas del complejo  mayor y  menor de
histocompatibilidad (CMH) tanto d e origen materno como
paterno [40] . A pesar de ello, las células fetales ocupan Ilas
estructuras del utero y el sistema inmune materno no ge nera una
reaccion de rechaz o[7] . Las m oléculas del CMH son glicoproteinas que

se expresan en la superficie celular, cuya funcién principal es
presentar péptidos antigénicos a los linfocitos T, los cuales iniciaran

una respuesta inmune adaptativa [38] . EIl receptor del linfocito T
reconoce simultaneamente epitopes del antigeno y de la molécula de
histocompatibilidad que lo presenta. En humano s este complejo se lo
d e n o mi maman éLeukocyte Antigen o Antigenos Leucocitarios
Humanos 6 (HLA). Existen 2 grupos de genes principales de HLA,
genes de clase | y Il que expresan proteinas presentadoras de
antigeno a los linfocitos T [38] . Las g licoproteinas de clase | (HLA  -A,
B o C) presentan péptidos citosolicos y las glicoproteinas de clase I
(HLA-DR, DQ, DP) péptidos endocitados. Ademas de los genes que
codifican para clase | clasicas (clase la), existen otros genes de clase
| denominados no clasicos (Ib). Entre los genes de clase Ib se
encuentran los que mapean dentro del CMH: HLA -E, F, G, Hy la

familia de genes MIC. Por otro lado, existen otros genes no clasicos
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ubicados por fuera del CMH como es el caso de los gen es que
codifican para las moléculas CD1 y el receptor neonatal para la

porcion Fc de lalgG  [37] .

Las moléculas clasicas , HLA-C, y no clasicas , HLA-G y E, se expresan
en el citotrofoblasto extrav elloso y presentan un rol inhibitorio de la
accion citotoxica de las células Natural Killer uterinas y participan en

promover la neo vascularizacion , ente otras funciones  [37] .

Las células fetales han sido identificadas en la circulacion materna
desde las 4 semanas post-fecundacion hasta 36 afios después del
parto y se propone que participarian en la tolerancia fetal [41] . Se
presume que células y moléculas fetales son liberadas al torrente
sanguineo durante la inva sion de las células EVT en la decidua,
momento en el cual podria haber pasaje de células maternas a la
circulacion fetal. Este intercambio de células entre la madre y el feto

se conoce como microquimerismo [41] .

El fendbmen o de microquimerismo muestra claramente que el sistema
inmune materno esta en contacto directo con inmunégenos fetales y

a pesar de ello el feto es tolerado y el embarazo llega a término sin
complicaciones inmunolégicas en la madre, en condiciones
fisiolog icas.

La tolerancia fetal por el sistema inmune materno constituye un
enigma que ha estimulado a la inv estigacion durante los dltimos 6 0
afos. Para una mejor comprension de los mecanismos inmunolégicos

en la interfase materno -placentaria durante la gestaci 6n, Mor y
colaboradores [42] han propuesto que el embarazo consta de tres
fases inmunoldgicas, caracterizadas por procesos biolégicos distintos,
temprana, media y tardia, cada una con un perfil de respuesta

inmune y mediadores particulares.

La etapa temprana se caracteriza por un perfil pro -inflamatorio, el

cual se encuentra asociado a respuestas inmunes efectoras celulares
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acompafado por la produccion de mediadores inflamatorios. Estos
altimos, disminuyen en la etapa media para volver a aumentar hacia

el final del embarazo (Fig ura 4)[43,44] .

Durante la primera etapa del embarazo, el embrion tiene que
implantarse en el Utero, dafiando el endometrio y reemplazando el
endotelio y musculo liso de la vasculatura materna para asegurarse

un adecuado suministro de sangre [1,9] . En este ambiente
inflamatorio, células con gran capacidad invasiva, células apoptoéticas

y células fagociticas participan en la re -estructuracion del en  dometrio
uterino, la remocion de los cuerpos apoptéticos y el mantenimiento

de la homeostasis tisular  [45] .

B pro-inflamatoria mmanti-inflamatoria

Figura 4: Fases inmunolégicas del embarazo . Se caracterizan por una fase temprana
pro -inflamatoria, una media anti -inflamatoria y una tardia pro -inflamatoria nece saria para el
parto .

La etapa media del embarazo, se caracteriza por la induccién de un

estado anti -inflamatorio que controla las interaccion es inmunes y
enddcrinas para favorecer el crecimiento y desarrollo fetal [43] .
Durante la ultima etapa, la etapa tardia, el feto ya ha concluido su

desarrollo y es necesario que ocurra el parto, generandose
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nuevamente un a respuesta inflamatoria que promueva la contraccién

del Utero y la expulsion del neonato Yy de la placenta [44,46] .

Por lo tanto los mecanismos inmunolégicos involucrados son
multiples, algunos de ellos redundantes y pueden actuar en forma

sinérgica segun la fase del embarazo [47] .

RELEVANCIA DE LAS POBLACIONES LEUCOCITARIAS
EN LA INTERFASE MATERNO -FETAL

Los leucocitos son un componente importante del en dometrio
humano. Durante la fase proliferativa del ciclo menstrual llegan a
conformar el 10% de las células estromales, en momentos previos a

la implantacion constituyen el 20% y en las etapas tempranas del

embarazo, cuando el endometrio se convierte en de cidua, los
leucocitos representan el 30% de las células deciduales [48] .
La presencia y numero de determinados tipos cel ulares se ha

correlacionado con su papel en la respuesta inmune local en las
distintas fases del embarazo. Asi, las principales poblaciones
leucocitarias presentes en la decidua son: macréfagos (M A), células
Natural Killer (NK), células dendriticas (CD), | infocitos B, linfocitos T

CD4+ naive o helper y CD8+ naive o helper [1,44,49 7 51].

A su vez, e n la Iinterfase materno -fetal pueden distinguirse
claramente distintas subpoblaciones leucocitarias con funciones y
marcadores especificos como por ejemplo las NK deciduales
(dNK) [52,53] , macrofagos deciduales (dM  A)[54,55] , linfocitos T
regulatorios con alta capacidad supresora [56 1 58] ; todas necesarias

para el éxito del embarazo (Figura 5 ).
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Figura 5: Poblaci ones celulares en la interfase materno -fetal . Blastocisto implantado
en el endometrio uterino, aln se ve la cavidad blastocele y el macizo celular interno (MCI).

El sinciciotrofoblasto es el primero que invade y luego por debajo lo acompafa el
citotrofobla sto. Las células citotrofoblasticas extravellosas (EVT) son las encargadas de
migrar remodelar y contactarse con las células inmunes: células NK, Macréfagos, Células
Dendriticas y linfocitos T y Tregulatorios. Imagen extraida y modificada de [59] .

CELULAS d NK, MA Y CD SON &EDUCADAS 6 POR LOS
MEDI ADORES SECRETADOS POR EL TROFOBLASTO

El sistema inmune materno es capaz de reconocer y reaccionar ante

los antigenos fetales. Sin embargo, durante un embarazo normal,

esta capacidad no tiene consecuencias negativas, ya que existe una
regulacion tanto a niv el local como sistémica. Por un lado, los
factores enddcrinos tienen efectos moduladores en todo el sistema

inmune materno y por el otro, contactos celulares o factores
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paracrinos o autocrinos afectan la relacion entre células maternas y

fetales a nivel lo cal.

1  MONOCITOS (Mo) Y MACROFAGOS (MA)

Los MA poseen habilidad para integrar respuestas neuroinmuno -
enddcrinas respondiendo a mediadores correspondientes a cad a
Sistema. As 2 | e n centinelap @ pneegran chdrmadion
proveniente del cerebro y de lo s sistemas inmunes y enddcrino,
respondiendo rapidamente a dichos estimulos. Esta plasticidad les

permite desarrollar diversas funciones en la interfase materno -

placentaria.
Se intent6 clasifica r a los perfiles de activacion de los MA como
M1/M2 siguiendo la nomenclatura Th1/Th2. Sin embargo, en la

actualidad se conoce que la plasticidad funcional del MA se manifiesta
en un espectro funcional con un a gama de tres perfiles principales:

perfil M2 o de activacion alternativ a que tiene funciones de

remodelacion tisular , regulatorias y fagocitosis de cuerpos

apoptéticos 'y perfil M1 o cladsico al que tiene funciones pro -

inflamatorias [60] (Figura 6):

A) re paracién tisular : Los MA que adquieren este perfil, ya sea por

la activacion del receptor de IL -4 y/o 13 o por sefales liberadas por

las células trofoblast icas, tienen la capacidad de derivar la L -arginina
en ornitina para la sintesis de poliaminas necesarias en la

remodelacion [46,61] .

B) regulatorio . La implantacion e invasion del trofoblasto implica
remodelacion tisular y se caracteriza por una induccion continua de
apoptosis celular principalmente de célula s vasculares y ademas
células endoteliales y trofoblasticas [62,63] . Dado que las células
trofoblasticas poseen antigenos extrafios para el sistema inmune
materno, la muerte celular podria liberarlos y por lo tanto acelerar
una respuesta inmunolégica materna con consecuencias letales para

el feto [64] . Por otro lado su remocion rapida previene su necrosis y
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reduce el dafio asociado a este proceso. La remocién de cuerpos
apoptoticos por macrofagos en este perfil se asocia a un ambiente

anti -inflamatorio /inmunosupresor  con induc cion de la expresion de
prostaglandina E2 ( PGE2), IL-10, IDO y TGF-a en l ugar de
citoquinas pro -inflamatorias IL -6, TNF-U e -1 Bste perfil regulatorio
contribuiria @ u n microambiente favorable para la sobrevida del

trofoblasto e induciria tolerancia materna [6571 67] .

C) inflamatorio : En caso de presencia de patége nos como bacterias
y virus, o sefiales  de injuria tisular sin presencia de microorganismos,

los MA actuaran secretando citoquinas inflamatorias como IL -1,6y
TNF-U, gui mi oqui n-8 paracloreulatamiento de neutrofilos,
oxido nitrico (ON) y otros factores que llevardn a la neutraliza cién y/o
remocion del patégeno [60,68,69] . Durante el proceso de
implantacion hay mediadores pro -inflamatorios como IL -1, 6, 8 entre
otros, liberados en el micro -ambiente implantatorio por parte de
distintas células, entre ellas los dMA [63,70] . Los MA de la interfase
durante la implantacion no solo producen proteinas pro -inflamatorias,
sino que también liberan mediadores anti -inflamatorios como IL  -10y
TGF-a par a r e g uneastasis inmundidgica. En el caso de una
infeccion durante la gestacién, los macréfagos responderan liberando
mediadores pro -inflamatorios Yy, en caso de que esta respuesta este

exacerbada , podria resultar deletérea para el embarazo [1,2,37]
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Migracion y diferenciacion del monocito
a macréfago seglin microambiente
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Figura 6: Esquematizacion del macrofago y sus distintos perfiles . El MA puede
adoptar un perfil inflamatorio, regulatorio o de reparacién tisular dependiendo los estimulos
gue recibe y el entorno que lo rodea . Las acciones que realizara dependeran de que perfil
posea. Esquema basado en el trabajo de [60] vy otros resultados publicados sobre la

interfase [65] .

Los MA representan un 20 -25% de la poblacion de leucocitos
presentes en la decidua al momento de la implantacion y se
mantienen constantes durante toda la gestacién. Los MA presentes en
la interfase cumplen funciones relacionadas con la remodelacion
tisular necesaria para la expansiéon del trofoblasto [54,60,61,71] , son
esenciales para facilitar la migracion del mismo y para la remocion de

cuerpos apoptoéticos [44,46,63] . Los mismos tienen la capacidad de

producir citoquinas pro y anti -inflamatorias. En el microambiente
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anti -inflamatorio de la interfase materno -fetal, caracterizado por la
produccion de citoquinas como IL -10 y TGF-a , IMé& sontribuyen a
mantener este perfil principalmente por la secrecion de las
mismas [66,67,71] . Estas células son la segunda pobl acion inmune

mas abundante durante la implantacion y placentacion

Ademas de los dMA presentes en la decidua que tienen capacidad

proliferativa  en condiciones de homeost asis inmunoldgica [72] , las

células trofoblasticas tienen la cualidad de atraer monocitos
(Mo) [46] vy favorecer la diferenciacion a macrofagos en un perfil de
activacion alternativo (regulatorio y re paraciéon tisular). Estos
presentan una ventana de plasticidad durante su etapa de
diferenciacion mayor que un macrofag o ya diferenciado. Los Mo son
reclutados y diferenciados en el micro ambiente regulado por las
células trofoblasticas tal que favorezcan un micro -ambiente propicio

para la supervivencia del feto [46,54] .

Los MA pueden ser diferencia dos in vitro a partir de Mo de sangre
periférica . Cuando el estimulo de diferenciacion es el factor de
crecimiento  de granulocitos macréfagos ( GM-CSF) su perfil de
activacion adquiere ciertas caracteristicas de un perfil M1, mientras
que cuando se diferen cian con el factor de crecimiento  de macr6fagos
(M-CSF) se observa n marcadores de un perfil alternativo o
M2[72,73] . Teniendo en cuenta esto, se ha visto que durante el
primer trimestre hay una mayor secrecion de M -CSF en embarazos
sin complicaciones.  En contrario, en embarazos con complicaciones
donde se observa un micro -ambiente pro -inflamatorio se ha n

encontrado bajo s niveles de M -CSF y altos de GM -CSF[64,67,74,75]

Numerosos trabajos han intentado identificar marcadores que
diferencien los perfiles de MA. Entre alguno s de los marcadores, e |
gen Kruppel like factor 4 (KLF -4) es un factor de transcripcion
maestro involucrado en numerosos procesos como remodelamient o]

tisular, angiogénesis, proliferacion y en especial asociado a un MA con
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fenotipo M2 [76,77] . Por otro lado, el factor de transcripcion
Interferon regulatory factor 5 (IRF -5) es utilizado para definir el
tipo de activacion del MA. Este f actor de transcripcion esta
involucrado en la respuesta M1 de los MA y en procesos de division

celular, apoptosis y modula la respuesta pro -inflamatoria del MA  [78] .

En la tabla 1 se muestran algunos de los marcadores que permiten

diferenciar entre las distintas clases de MA.

Subtipos
M1 M2
Inductores IFN-2, LPS, GM-CSF, éacidos | IL-4, 10, 13, TGF-b , -CBF, AMP
grasos, HMGB1 (por CD39, ATP/ADP hidrolasa),
GC
Factores de NF-Tbh, STAT1, IRF-1, IRF-5, | STAT3, STAT6, IRF4, KLF-4,
transcripcion HIF-1U, -®KLF PPARO, c¢cMaf, ¢ Mu
Citoquinas Oxido Nitrico, TNF-U, -11b] IL-10, TGF-b
IL-6, 12, 23
Quimioquinas CXCL9/MIG, CXCL10/IP-10, | CCL17/TARC, CCL18/PARC,
CXCL11/1P-9 CCL22/STCP-1
Enzimas iINOS, gp91phox, p22phox, | Arginasa-1, Arginasa-2, ornitina
metabdlicas ferritina, ceruloplasmina, | decarboxilasa, espermidina
transportador de metales | oxidasa, hemoxigenasa-1,
divalentes (DMT), Namp-1 ferroportina, receptor de
transferrina
Marcadores CD80, CD86, TLR2, TLR4, | CD206, CD163, CD209, CD301,
celulares MHCII resistina tipo U
tipo 3 (Ym1/2)
Funciones Pro-inflamatorio, actividad | Anti-inflamatorio,
microbicida, remocion de | inmunoregulador, reparador de
patégenos tejidos
Tabla 1: Marcadores de diferenciacion entre las distintas clases de MA . Los siguientes

datos se extrajeron de [72]
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1 CELULAS NATURAL KILLER  DECIDUALES (dNK)

En el caso de los linfocitos, las dNK e stdn muy abundantes en la

decidua mientras que los linfocitos By T no lo estan.

Las células NK presentes en el sitio de implantacion , dNK, alcanzan
un 70% del total de leucocitos en el inicio de la gestacion. Las
mismas se acumulan alrededor de las glan dulas y vasos
endometriales cumpliendo un papel crucial en la angiogénesis y la
invasion  trofoblastica [44,79,80] . Estas células aumentan su
frecuencia en la fase secretoria del ciclo menstrual, su numero
aumenta aun mas si la concepcion progresa y luego desciende

rapidamente durante el segundo trimestre del embarazo [46] .

Las células d NK al igual que los M A y CD son instruidas por los
mediadores secretados por el trofoblasto de forma que todas las
células funcionen en forma cooperativa en pos del crecimiento del

feto.

Las dNK difieren de aquellas de sangre periférica. Hay 2 tipos de
poblaciones de NK distinguibles en sangre perif érica: aquellas con
baja expresion de la molécula CD56 especializada en citolisis,
mientras aquellas con alta expresion de CD56 son altas productoras

de citoquinas como [81] . Estudios de transcripcién de mas de 10.000
genes revelan que las dNK se diferencian en 278 genes de las 2 sub -
poblaciones de NK periféricas, principalmente en proteinas de
membrana [52] . Las d NK expresan niveles altos de CD56, a diferenc ia
de las NK de periferia  expresan gran cantidad de receptores para
quimioquinas ( principalmente CXCR3/ 1IP-10-R y menor cantidad de
CXCR4/SDF-1-R) e i nt egr i gaa sUiay W Upd,). Ademas , son
gran des secretoras de quimioquinas (IL-8, SDF-1 e IP -10), como
factores angiogénicos (VEGF y PLGF) [82] vy algunas citoquinas (baja
cantidad d e IFN -A) ([52,83 i 85]. M&s recientemente, se propuso que

habrian subpoblaciones de NK regulatorias productora s de TGF-a
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otra subpoblacion productora de IL -10 en la decidua que en casos de

aborto recurrente se encuentran disminuidas [86] .

Las dNK cooperan con las células EVT en el remodelamiento de
arterias espira ladas. Si bien la capacidad citolitica de las dNK se
encuentra muy disminuida , las células EVT estan protegidas de dicha
accion al expresar los ligandos HLA no clasicos, C, Ey G. HLA -G solo
se expresa en las células EVT y las células medulares timicas [87] ,

mientras que HLA -C vy -E tienen distribucién ubicua

1  CELULAS DENDRITICAS (CD)

En la decidua , las CD representan  alrededor de un 2 % de las células
inmunes presentes en la interfase temprana [5,37] . Estas células son
presentadoras de antigeno profesionales (CPAp) y presentan una
cualidad Unica: activar linfocito s T nalve y poner en marcha la
respuesta inmune adaptativa. Constituyen una poblacion heterogénea

de células que comparten la capacidad de captar, procesar y
presentar antigenos a LT virgenes. Ademas, son células plasticas:
dependiendo de las sefales en el tejido donde son activadas,
induciran la diferenciacion de los linfocitos T na Ive en los 6rganos
linfaticos secundarios (OLS) hacia un perfil T helper (Th) particular:

Thl, Th2, Thf, Thl7, o T regulatorias (Treg). Cada uno de estos
perfiles presenta sesgo s fenotipicos y funcionales propios y distintivos
como se describié previamente [88] . Las CD de la decidua tienen un
estado de activacibn semi -tolerogénico en el liberan grandes
cantidades de citoquinas anti  -inflamatorias como IL -10 y TGF -a ,
molécula IDO entre otros, favoreciendo asi un ambiente

inmunosupresor y una mayor generacion de células Treg[89191] .

Vale destacar que durante la gestacion en ratones  se le atribuye alas
CD un papel en la decidualizacién que no esta asociado ni depende de

su capacidad de presentacién antigénica, con produccién de factores

pro -angiogénicos como el factor de crecimiento del endotelio vascular

(VEGF)[43,92] . Efectivamente, las CD juegan un papel importante en
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la fase tem prana de implantacion, no solo generando tolerancia fetal,

sino también en el desarrollo de la decidua [43,93] : se observd que si
se depletan las CD deciduales en modelos murinos, esto lleva a una
implantacion  def iciente y una posterior reabsorcion  del

embrion [43,92] .

Las CD se diferencian en la médula 6sea a partir de progenitores
tanto mieloides como linfoides, y en respuesta a factores de
crecimiento y de difere  nciacién como el GM -CSF vy el ligando de Flt3.
Sin embargo, también pueden ser generadas en la periferia, a partir

de precursores circulantes como los monocitos y secundariamente a
partir de otros precursores aun no del todo caracterizados [94 T 96] .
Las CD se presentan en dos  estadios diferentes: CD i nmaduras (CDi)
y CD maduras (CDm). Las CDi se ubican en tejidos periféricos,
particularmente, en la interfase con el medio externo como piel y
mucosas. Cumplen alli dos tareas centrales: a) endocitar antigenos y
procesarlos y b) decodificar las propiedades del proceso infeccioso en
curso, de modo de adquirir la informacion requerida para activar

luego una respuesta inmune apropiada [88,97] . Las CDm pierden su
capacidad de endocitar y procesar antigenos, y adquieren un fenotipo
particular: alta expresién de moléculas coestimulatorias y moléculas

del HLA de clase II, que les permitiran activ ar a linfocitos T naive, en

el area paracortical del ganglio linfatico [98 1 100] .

1 LINFOCITOS T

Los linfocitos T conforman un 2 -6% de los leucocitos deciduales, sin
embargo, desarrollan funciones clave tanto para el mantenimiento de

un perfil tolerogénico en condiciones de ho meostasis en embarazos
normales, como en la respuesta frente a injuria en condiciones
patolégicas. Como se mencion ¢ previamente, las CD son CPAp que
expresan la cualidad Unica de activar linfocitos T naive, poniendo en
marcha la respuesta inmune adaptativa . Sin embargo, la relevancia

de las CD en la respuesta inmune no s6lo guarda relacion con su
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capacidad de activar a los linfocitos T naive. Son ellas las que inducen

un perfil particular en  las células T CD4+ al activarse , dando lugar a

subpoblaciones Thl, Th2, Thl7 o Treg. Esta  diferenciacion depende,

en ultima instancia, de la produccion de citoquinas por las propias

CD. La produccion de IL -12p70 favorecera la diferenciacion de las

células T CD4+ en un perfil Thl, (células productoras principalmente

de IFN-A) en cambi o, en su ausenci a-4,p&r o en r
promovera la diferenciacion de las células T CD4+ en un perfil Th2

(células productoras de IL -4, IL -5, IL -10, IL -13). Por dultimo, la

produccion de IL -6,IL -23yTGF-a promover 8 | a delhaser enci ac
células T CD4+ en un perfil Th1l7 (productoras de IL -17) , mientras

que la produccién de IL -10 junto a TGF -a, en ausencia de IL -6,

promovera su diferenciacion en un perfil T regulatorio [38,101,102]
En lo que respecta a la interfase materno -fetal, se consideraba
inicialmente que la presencia de un perfil Thl era sindbnimo de aborto

[103] . Si bien es cierto que  un perfil Thl se observa en esta y otras

patologias con inflamacion exacerbada, se sabe que tiene lugar una

respuesta pro -inflamatori a en condiciones controladas , asociada a la

remodelacion tisular vy la neo angiogénesis y que en ésta se

encuentran bajas concentraciones delIFN-A en el endometrio ut
Por otro lado, un estadio inflamatorio caracteriza a la culminacion del

embarazo , favoreciendo el nacimiento y la expulsion de la

placenta [56,104,105]

La poblacion Thl7 presente en la decidua es menor que 1,4 % del

total de células inmunes. Estas células favore n la inflamacién y por
ende la remodelacion tisular y angiogénesis. Esta poblacion es ta
altamente regulada por las células Treg y el desbalance de la relacion
Th1l7/Treg es un rasgo caracteristico en casos de aborto recurrente y

preeclampsia [56,106,107]

Se han descripto también en la interfase materno -fetal la presencia

de LT CD8+ [108] . Esta poblacion linfocitaria necesita de CD
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estimuladas para su activacion, y una vez activados, se expanden y
diferencian en linfocitos efectores citotéxicos con el objetivo de
eliminar el antigeno presentado junto a las moléculas del HLA de
clase tipo | por las CD. Los LT CD8+ poseen un papel principal en la
inmunidad antiviral y participa en la respuesta inmune contra ciertos
parasitos y bacterias. Los LT CD8+ de memoria en el Utero cumplen

un rol en la primera etapa del embarazo favorec lendo un
microambiente inflamatorio liberando IFN -A provocada
bacterias arrastradas por el semen [79] . La funcion de estas células
estd muy regulada por las células Treg [109] . Mas recientemente se
describi 6 una poblacion de linfocitos CD8+ efectores de memoria
regulatorios que  contribuyen en el micro  -ambiente inmunoregulador

de la interfase materno fetal [110,111]

Dentro de las poblaciones de LT con mayor relevancia en el embarazo
normal estan las células Treg . Cumplen un papel central como
inmunoreguladoras 'y con un efecto tolerogénico al inhibir la
proliferacion y produccién de citoquinas por células T CD4+ y CD8+,
y la actividad citotoxica de las células NK. Se distinguen
subpoblaciones de células T CD4+ reguladoras segun el fenotipo,
tejidos de origen, citoquinas que secretan y mecanismos de accion,

como describimos brevemente a continuacion:

A) Las Tregulatorias natu rales (nTreg) , son CD4+CD25+Foxp3+
qgue derivan del timo y son centrales en la regulacion de los LT
autorreactivos y en prevenir la autoinmunidad. la expresion d el factor
de transcripcion Foxp3 (  forkhead box protein 3 ) las define como un
linaje distinto. Cu  alquier mutacion en Foxp3 resulta en una respuesta
inmune totalmente exacerbada y desregulada que lleva a procesos
autoinmunes como el sindrome IPEX ( immune dysregulation
polyendocrinopathy, enteropathy X -linked syndrome o sindrome de

Inmunodeficiencia, P oliendocrinopatia, Enteropatia, ligado al
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cromosoma X) caracterizado por una linfopoliendocrinopatia

generalizada [102] .

B) Las Tregulatorias inducibles (iTreg) , son CD4+CD25+,
pueden comenzar a expresar F oxp3 luego de activarse y poseen una

funcion reguladora similar a las nTreg [37] .

C) células Tregulatorias de tipo | (Trl) , son células Foxp3 -,
presentan capacidad supresora mediada por la citoquina IL -10.
También se desc ribieron células Th3 que median su actividad a

través de TGF -a ; estas son tambi ®n. Am#®@s ul as F

poblaciones son inducidas por las citoquinas liberadas por las CD.

Las células Treg CD4+ CD25+ FOXP3+ son necesarias para la
tolerancia materno -fetal [39,112,113] . La proporcion de estas células
aumenta en todos los compartimientos linfoides y se acumulan en el

Utero durante el embarazo, independientemente de | caracter
alogeneico (genéticamente diferente)o singeneico (genéticamente

idéntico) del embarazo [39,56] .

Interaccion de células trofoblasticas con leucocitos

maternos
Asi como las células inmunes presentes en la interfase , las células
trofoblasticas  expresan receptores de reconocimiento de patrones

moleculares asociados a patdogenos (RRP) que funcionan como

sensores del ambiente que | as rodea. Las células trofoblasticas se han
propuesto como O0orquestadorasdé de | a respu
la interfase materno placentaria . Las células trofo blasticas pueden

reconocer la presencia de bacterias, virus, células muertas y tejido

dafiado, respondiendo  con la secrecion de citoquinas y guimioquinas

como CCL2 (proteina quimioatractante de macrofagos 1 o0 MCP-1),

CXCL8 (IL-8), CCL5 (RANTES por la sigla en inglés Regulated on

Activation, Normal T Expressed and Secreted ), el oncogen -U
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relacionado al crecimiento (GRO -U) , liberando productos
antimicrobianos y regulando las moléculas
coestimulatorias [90,92,114] . Dichas citoquinas actuaran sobre los
dMA, dNK y CD en la decidua, por un lado reclutandolas y por otro
modulando su funcién  para favorecer el crecimiento del feto [44,46] .
Ademé s de la modulacion del perfil de las poblaciones inmunes
durante las diferentes etapas del embarazo, se proponen diversos
mecanismos por los cuales las células trofoblasticas interactian con

los leucocitos maternos en una accion cooperativa y modulan otros

procesos como la remodelacién vascular que se describen méas abajo.

REMODELACION DE LOS VASOS MATERNOS

Durante el proceso de remodelacion vascular, vasos angostos,
musculares y altamente espiraladas son ensanchados para formar
vasos de gran flujo, conduct os de baja resistencia que carecen del
control vasomotor. Este cambio radical en la arquitectura de los vasos
involucra la pérdida de las células endoteliales (EC) y las células
vasculares del musculo liso (VSMC) y la degradacion de la matriz
extracelular (MEC), en especial las fibras de elastina con lamina
elastica interna y el medio musculoelastico. Las VSMC son
reemplazadas por las células EVT en wuna matriz fibrinoide
amorfa [24] .

Aln mas , reciente mente se ha propuesto que | a remodelacion de
vasos san guineos maternos puede ocurrir de 2 maneras:

- Remodelacion independiente de las células EVT : Se observa
primero que los dMA junto a las células dNK secretan MMPs
(principalmente la 2 y 9) que les permite infiltrar las arterias
espiraladas (Ae) [27,80,115] . Luego es seguida de la separaciéon y
desdiferenciac i6n de VSMC, la vacuolizacion de EC, degradacion de la

MEC vy la dilatacion de los vasos.
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- Remodelaciéon dependiente de células EVT : Una vez que las

células inmunes mencionadas infiltran los vasos maternos, se

produce una mayor separacion y desdiferenciacion de | as VSMC,

desaparicion transiente de las VSMC y EC , migracion de VSMC,

deposicion de fibrinoides e inclusion de las células EVT [63,116]

Si bien se propone una r emodelaciéon de vasos independiente de las

células EVT, lo hacen en un micro -ambiente regulado por ellas. En

este ambiente hay un  fino balance entre proteinas degradadoras de la

MEC como lo son las MMPs y los  inhibidores de las MMPs o TIMPs

Las MMPs son s intetizadas como zimogenos , que luego de ser

clivadas adquieren su capacidad de proteasas. Estas proteinas tienen

sitios de unidon al zink y si bien se les atribuia el efecto de clivar

proteinas de la MEC como coladgeno, gelatinas, vitronectinas entre

otros, hoy en dia se conoce que también clivan otras proteinas y pro -

metaloproteasas [117] . Las MMPs estan reguladas bajo un control

estricto de diferentes niveles. Generalmente son expresadas en baja

cantidad y su transcripcién esta finamente regulada tanto positiva

como negat ivamente por citoquinas y factores de crecimiento como

las interleuquinas, TGF y los TNF. Enla Tabla2 se muestran las MMPs
mas representadas en la interfase materno -placentaria con sus
sustratos.

Metaloproteasas Sustrato

MMP-1 Colageno 1, 1, I, VI, VIII, X, XI, gelatina, fibronectina, fibrina,
fibrondgeno, laminina y vitronectina.

MMP-2 Gelatina, coldgeno 1V, V, I, lll, VII, VIII, IX, X y Xl, fibronectina,

(72 kDa) fibrina, fibron6geno, laminina, plaminégeno, vitronectina, pro-
MMP-13 y pro-MMP-9.

MMP-3 Laminina, gelatina, colageno lll, IV, V, VII, IX, X y XI, fibronectina,
fibrina, fibronégeno, pro-MMP-9 y pro-MMP-1.

MMP-7 Fibronectina, laminina, coladgeno | y 1V, gelatina, elastina,
fibronégeno y plasminogeno.

MMP-8 Colageno I, llylll,Clgelnhi bi dor de proteas
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MMP-9 Gelatina, colageno 1V, V, IX y XIV, decorina, elastina, fibrina,
(92 kDa) fibron-geno, pl amin-geno e | nhi
MMP-10 Colageno lll, IV y V, gelatina, elastina y fibronectina.
MMP-11 I nhi bi dor d damiminag fibeoaestma. U 1 ,
MMP-13 Colageno I, II, III, IV, VI, IX y X, gelatina, fibronectina, fibrinbgeno y
pro-MMP-9.
MMP-14 Fibronectina, colageno I, Il y Ill, gelatina, vitronectina, fibronectina,
Il nhibidor de MVMR2ypDMMP-1B1, pr o
MMP-15 colageno | y pro-MMP-2
Tabla 2 : Metaloproteasas presentes en la interfase materno -placentaria y sus
sustratos.  Esta informacion fue obtenida y modificada de [23,117] .

Las MMPs presentes en la interfase son liberadas por las dNK[118 i
120] , los dMA [119] ylas EVT[70,120,121]

Ademas como se menciond previamente, las MMPs su activacion
necesita estar regula da espacial y temporalmente . Entre los
reguladores se encuentran las pr oteinas TIMPs (1, 2, 3y 4) que si
bien se las descubri6 por su accion inhibidora de MMPs y ampliamente
distribuidas en los distintos tejidos, actualmente se les conocen otras
funciones como anti -apoptdético 'y promovedore s de la
proliferacion [117,118] . La transcripcion de los TIMPs también se
encuentra regulada por distintas citoquinas y factores de crecimiento

En contraste con la inhibicibn por medio de los TIMPs, cuando hay

bajos niveles de TIMP -2 aument a MT1-MMP que induce la activacion
de MMP -2 en la membrana de la célula.

En el caso de la interfase materno -fetal se ha observado que TIMP -1
y TIMP -2 podrian tener un rol ya que en complicaciones del embarazo
como la preeclampsia se encuentran disminuidas [122]

Por otro lado citoqui nas anti -inflamatoria s como IL -10 tiene la

capacidad de inhibir la funcién de MMP -9[123 1 125] .
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ANGIOGENESIS

La diferenciaci 6n del estroma endometrial y la formacion de nuevo S
vasos sanguineos maternos en el momento de la implantacion del
blastocisto son criticas para el establecimiento y mantenimiento de la
gestacion [93] . En el proceso de angiogénesis, el brote de nuevos
capilares tiene varios pasos los cuales estan finamente regulados. No
solo involucra brotes de nuevos vasos, sino que también migracion

celular, proliferacion, formacion de tdbulos y sobrevida [126] . La

angiogénesis se desarrolla en 5 pasos:

1- Degradacion de la membrana basal p or accion de las MMPs y
activadores del plasmindgeno, esto resulta en la formacion de
pequefios brotes de vasos penetrando en el estroma perivascular.

2- Migracibn de EC a la punta de los brotes por estimulos
angiogénicos.

3- Prolife racion de las EC debajo del b  rote.

4- Canalizacion, formacion de ramas (mallas) y formacion de bucles
vasculares, estos llevan al desarrollo de una red circulatoria
funcional.

5- Aposicién perivascular de pericitos y VSMC como soporte de los

nuevos vasos funcionales [127] .

La funcion reguladora de los leucocitos deciduales durante la

gest acion, en particular CD, dNK y d MA, es importante no solo en la
generacion de la tolerancia inmunologica, sino también en la
regulacion de la diferenciacion de las células estromales y en el
equilibrio generacion/destruccion de nuevos vasos. Las células dNK
promueven modificaciones v asculares a través de la secrecion de
citoquinas (VEGF y PLGF), mediadores vasoactivos (6xido nitrico) y la
liberacion de MMPs y TIMPs [80,93] . Las CD contr olan la proliferacion

y diferenciacion de las células estromales, angiogeénesis , el
reclutamiento y maduracion de precursores de NK y MA [92,93] al

Utero. La heterogeneidad de respuestas de los MA también se ve
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observada en la angiog énesis, a través de la liberacion de citoquinas

pro -angiogénicas como VEGF -A y factor de crecimiento fibroblastico

basico, en inglés basic fibroblast growth factor (FGF-2),

interleuquinas (IL  -10, TGF-a, -6, INF-U) , producci-n de MMPs
la2,9y 12y TIMP -1y 2. En conjunto, estos mediadores intervienen

en el balance de proliferacién/apoptosis , migracion y brotes

angiogénicos por parte de las EC. Aquellos MA que intervienen en

procesos angiog énicos presentan un fenotipo de activacion

predominantemente  M2[72,128]

FAGOCITOSIS DE CUERPOS APOPTOTICOS

Como se menciond anteriormente, las células apoptéticas que se
genera n en los procesos de remodelacion de vasos y glandulas
maternas requieren ser eliminados cuanto antes para evitar que
progresen a necrosis. A este proceso de remocion se le llama
esferocitosis . Cuando las células entran en necrosis liberan patrones
molecul ares asociados a dafio (DAMPS) gue son sensados por las
células inmunes, en particular los dMA que responden tomando un
perfil de activacion  pro -inflamatori o o M1 liberan do mediadores pro -
inflamatorios de manera desregulada y generando una ruptura de la
hom eostasis inmunoldgica [129 T 132] .

La fagocitosis de los cuerpos apoptéticos por los MA produce un perfil
de activacion anti  -inflamatorio/ inmunoregulador liberando localmente
mediadores inmunosupresores como IL -10, PGE2, TGF -a, IDO entre
otros. Estos factores son criticos durante la placentacion para
modular la respuesta inflamatoria desencadenada por DAMPs o el

debris celular [42,133]

La fagocitosis involucra el reconocimiento e ingestién de particulas
mas grandes de 0,5 um en ves iculas endociticas o fagosomas y es un
proceso critico en el desarrollo, hom eostasis tisular e inmunidad. Los

fagocitos profesionales se enfrentan con un rango diverso de
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particulas, en un rango desde microorganismos a células apoptotica S;
lo que requiere una variedad distinta de receptores para el

reconocimiento , acople e interna lizacién de los mismos.
Los receptores que facilitan la fagocitosis de células apoptéticas son:

- Scavengers : CD36, MARCO y SCARF -1

- Receptores que reconocen fosfatidilserina: TIM -4, BAIl, Stabilina -2
y CD300f
- Receptores TAM (Tyro3, Axl y Mer) de la fam ilia de receptores de

tirosin -kinasas

-l nt egr ivlsays vbs U

Los receptores fagociticos reconocen sefales de la célula apoptotica

que se las conoce como  eat-me, la mas conocida y explorada por los

numerosos ligandos y receptores hacia la misma es el fosfo lipido

fosfatidilserina [134,135]

El receptor fagocitico sefializa a través de su receptor y puede activar

receptores no fagociticos que van a afectar el balance de la

respuesta. En adicion a esto, otros ligandos acoplados a sus

respectivos receptores durante la fagoc itosis pueden sinergizar o

antagonizar la respuesta  [136] .

Los receptores fagociticos de membrana como CD36 y las integrinas

dependen estrictamente del citoesqueleto celular. En la esferocitosis

se remodela el citoesqueleto de actina para real izar una deformacion
de la membrana plasmaética, formar el bolsillo o portal de fagocitosis,

y asi fagocitar el cuerpo apoptético. Los pasos para esto son :

1- La disrupcion , se liberan monomeros de actina G para ser
incorporados en los nuevos filamentos y se | ncrementa la
motilidad de los receptores sin ligando y fosfatasas para generar
un portal de conexion entre el cuerpo apoptético y receptores del
fagocito .

2- Union de los filamentos de actina para comenzar la polimerizacion

y extension de los pseudépodos.
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3- Cierre del fagosomay la  despolimerizacibn de actina para cerrar el
portal fagocitico.

Estos pasos requieren una precision espacio  -temporal , involucrando

la activacion e inactivacion de multiples proteinas que gobiernan la

dindmica de los filamentos de F acti na[136] .

Las integrinas son moléculas de adhesién heterodiméricas

compuestas por una S u b un Lad a@ntegrinds sgn u

esenciales para la esferocitosis [137] . Interesantemente, las

i ntegriday UAs no se unen directamente a las células

apoptoticas, en cambio se unen a moléculas bifuncionales como milk

fat -globule EGF factor 8 (MFG -E8), trombospondina 1 (TSP -1)[138] ,

coldgeno entre otras, que funcionan como puentes [136] . Las

integrinas existen en configuraciones inactivas y activas. En su estado

inactivo, las integrinas se encuentran en una conformacion que no

pueden unir los ligandos ni desencadenar la sefializacién del receptor.

Para pasar a su estado activo, las integrinas necesitan recibir una

sefalizmsde-omd Bay numer osas insdde-Hpud eomo 6

Epac ( Exchange proteins directly activated by cAMP ) y CalDAG

(calcium and diacylglyceol -regulated guanine nucleotide exchange

factor | ). Sin embargo, todas las sefiales convergen en la activacion

de Rap GTPasa para la activacion de las integrinas. Una vez activas,

las integrinas se unen al ligando y desencadenan sefia | e sutside -i n 6

para facilitar la fagocitosis  [136] . Paradojicamente , integrinas activas

también estimulan positivamente a Rap generando una inter
conexi - n ent insdesoath a muswe -inql39] .

Se ha visto que los MA remueven eosindfilos apoptoticos a traves del
puente | nt,&gWe-E1400i 142] .

En el caso de | @3 se rha evigto iqueafavotkéce la
implantacion del blastocisto [143] y que TSP-1 y MFG-E8 estan
present es en la interfase materno  -fetal [144] . Defectos en las

integrinas se han asociado a fal las en la fertilidad [141] .
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VIP EN LA INTERFASE MATERNO -FETAL

El péptido intestinal vasoactivo (VIP), es un péptido de 28
aminoacidos. | nicialmente  descripto como  neurotransmisor
autonémico, es un péptido pleiotrépico con actividad relajante y

vasodilata dora, anti -inflamatoria, inmunosupresora y trofica por
accion sobre receptores VPAC en musculo liso vascular, en
monocitos/macréfagos y en tejido nervioso embrionario [145 71 147] . La
union de VIP a receptores VPAC activa la sefializacion intracelular a
través de AMPC/PKA vy sitios CRE modulando la expresion de diversos
genes [148,149] . Incluso VIP induce su propia sintesis en neuronas

por la via PKA/CRE. VIP tiene accidn individual y también sinérgica en

otros tipos celulares ¢ omo neuronas y células inmunes, mediando
efectos de proliferacion, diferenciacion y anti -inflamatorios [150 T 152] .
A su vez, la expresion diferencial de sus receptores VPAC1 y VPAC2

durante el proceso inflamatorio, en el desarrollo nervioso, como
también en procesos tumorales, sugiere una modulacion de los
efectos del VIP a distint  os niveles [153] .
Ademas de su funcion  a nivel del sistema nervioso , se demostré su
efecto en la respuesta inmune [154,155] , en modelos de
autoinmunidad [145,156 1 159], en tumores neuroenddcrinos  [160] , en
asma[161] .
Por otro lado, si bien Marzioni y su grupo [162] detectaron la
expre sion en muestras de placentas de primer y tercer trimestre y
que demostraron que el VIP incrementa la expresion de progesterona
de manera dependiente de la concentracion , el rol del VIP en la
gestacion no se ha estudiado
Tomando estos resultados decidimos evaluar las funciones del VIP en
la interfase materno -fetal. Algunas de las contribuciones hasta el
momento indican que :
1- El VIP interviene en procesos de decidualizacién del endometrio lo

cual favoreceria la implantacion y modularia la respuesta inmune

local [163] .
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2- El VIP modula fenotipos inflamatorios de M A peritoneales en la
prefiez mu rina hacia dominanciadeM A O6r egul a 164 7il@6k.6

3- ElI tratamiento con VIP de hembras prefiadas de las cepas
CBAXDBA y NOD indujo la expresion de marcadores de perfil
inmunosupresor en sitios de implantacion y aumento el nimero de
embriones viables [167] .

4- Las células trofoblasticas expresan VIP y promueven migracion de
linfocitos CD4 naive vy diferenciacion a Treg favoreciendo una
respuesta inmunosupresora  [101] .

5- Las células Treg son atraidas a la interfase materna -fetal por
accion de CCL5 (RANTES) el cual aumenta por concentracion
dependiente de VIP. En la cepa de ratones deficientes de VIP se
observa una desregulacion en la prefiez y fallas en la misma [133] .

6- Las células trofoblasticas inducen una desactivacion de los
neutréfilos favoreciendo su apop tosis, disminucion de la secrecion
de ROS vy la produccién de neutrophil extracelular trap (NET) por

mecanismos VIP dependientes  [168] .

COMPLICACIONES DEL EMBARAZO

Se han descripto  complicaciones del embarazo con alto riesgo para la
salud materna y neonatal asociada a defectos en la funcion
trofoblasti ca y placentacion y/o fallas en los mecanismos de control
de la respuesta inflamatoria gue no alcanzan para mantener la
homeostasis en la interfase. Existe gran interés en comprender a

nivel celular y molecular estos procesos con el fin de identificar

nuev os blancos moleculares con potencial traslacional en estas

enfermedades.
En complicaciones de la gestacién como la pre -eclampsia (PE) vy la
restriccion del crecimiento intrauterino (RCIU) se describen fallas en

la placentacion. Las EVT presentan una invasi 6n superficial que
genera como consecuencia una remodelacion incompleta de las A e

resultando en deficiencias en la placentacion. Las A e tienden a
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desarrollar aterosis e hiperplasia intimal. Los leucocitos de mayor
representacion en la decidua materna , dNK y dMA, se ha visto que en

PE y RCIU estas células inmunes estan presentes en mayor

porcentaje y expresan marcadores fenotipicos pro -
inflamatorios [27,42,84,169] , favoreciendo el desarrollo de es  tos
sindromes en etapas tardias de la gestacion [42,130,170,171] . Si
bien en gestaciones normales no se encuentran neutréfilos e n alta

cantidad, si se encuentran aumentada su actividad en embarazos con
PE y adem as se demostré un aumento de formacién de NETs en la
placenta [172] .

La PE afecta al 5 -7 % de las gestaciones y destaca entre las causas

mas frecuentes de mortalidad materna. La etiopatogenia de la PE es
un tema de intensa investigacion y se propone que el inicio, la
severidad y su progresion estan condicionados por la respuesta
materna a factores y proteinas derivados de la placenta [173] .

En la Argentina, un estudio en 25 hospitales publicos del area
metropolitano de Buenos Aires ( AMBA) indicé q ue la hipertension en
el embarazo es la segunda causa de morbilidad materna severa
(29,7% frente a un 38,0% por hemorragias )[174] . Estos datos
refuerzan la importancia de encontrar marcadores tempranos en el
embarazo que sirvan como indicadores con valor predictivo y el

desarrollo de posibles terapias preventivas.
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HIPOTESIS Y OBJETIVC




Hipétesis:

El sistema VIP/VPAC contribuye como modulador local a la generacion

y mantenimiento  de la interfase materno -placentaria a través de la
modulacion de la funcion trofoblastica, la interaccion de células
trofoblasticas con células inmunes favoreciendo un microambiente

anti -inflamatorio y afectando la angiogénesis.

Objetivo General

Investigar la participacion del VIP en la funciébn de las células
trofoblasticas, en la transformacion vascular y en e | control de la

homeostasis inmunoldgica en etapas tempranas de la gestacion.

Obijetivos Especificos

1. Investigar el papel del sistema VIP/VPAC sobre células
trofoblasticas y su impacto en el perfil fenotipico y funcional de los

monocitos.

2. Investigar el efecto del VIP y los medios condicionados de las
células trofoblasticas sobre el perfil fenotipico y funcional de los

macréfagos.

3. Detectar la expresion y estudiar la participacion de VIP en

placentas humanas de primer trimestre y en leucocitos matern 0S.

4. Explorar los efectos del VIP en procesos de angiogénesis.
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MATERIALES Y METODOS

Modelos Experimentales Y Protocolos

Experimentales

1- Lineas celulares

1.1 Procedencia de la s linea s celular es

1.1.i - Lineas celulares trofoblasticas humanas

- Swan 71, deriva n de trofoblasto humano de primer trimestre, son
células inmortalizadas que se obtuvieron por transformacion mediada
por telomerasa a partir de células aisladas de citotrofoblasto de 7

semanas [175] .

- HTR-8/SVneo , derivan de citotrofoblasto de primer trimestre
(entre las semanas 6 -12 de gestacion) que fueron inmortalizadas con
el antigeno largo T del virus de simio (del inglés, simian virus 40

large T antigen ).
- BeWo , deriva n de un coriocarcinoma por seleccion clonal [176] .

Las mismas fueron provistas por el laboratorio del Dr. Gil Mor,

Universidad de Yale, US.

1.1.ii - Lineas celulares endoteliales humanas
HUtMVEC ( Human Uterine Microvascular Endothelial Cells ),
compradas de Lonza (Cologne, DE) y provistas por el Prof. John D.

Aplin, Universidad de Manchester, Reino Unido.

1.2 Mantenimiento de células trofoblasticas

1.2.i - Propagaciéon

Tanto la linea celular Swan 71 como HTR -8/SVNeo y BeWo fueron
cultivadas a 37 °C y 5% CO , en 4 ml de medio DMEM -F12 (Life
Technologies (Grand Island, NY, US) ) con suero fetal bovino (SFB -

Natocord) 10% y suplementado con glutamina 2 mM, penicilina -

estreptomicina 100 U/ ml y anfoterici n@TBB. AGEste2 5
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MATERIALES Y METODOS

%l timo medio se | e |Uasacélalas §trofdobtastivap (Tke)t o 6

crecieron en monocapa en botellas de 25 cm 2

y se reemplaz 6 el
medio cada 48 h en condiciones de esterilidad dentro de un flujo

laminar clas e Il (Nuarie, USA).

En el caso de las células HUtMVEC fueron cultivadas con el medio
Endothelial Basal Medium (  EBM)-2 (Lonza) con 5% SFB proveniente
en el mismo kit y los mismos antibiéticos y condiciones de cultivo.

Las HUtMVEC se usaron en repigues infer ioresa 11.

1.2.ii - Preservacion

Para la criopreservacion de las células, las suspensiones celulares
obtenidas luego del tratamiento con el anélogo de la tripsina
(TrypLE™, Gibco) se centrifugaron y se resuspendieron en 1 ml de
medio de congelacion (10% de Dimetilsulfoxido -DMSO en SFB) en
frio. Dicha sus pension se alicuoté en cri otubos y luego se enfrid

gradualmente desde una temperatura de -20°C hasta N » liquido.

1.3 Silenciamiento del VIP endbgeno en la linea Swan
71y BeWo

Las células Swan 71 y BeWo fu  eron silenciadas con el siRNA de VIP
(Santa Cruz Biotechnology) segun las recomendaciones del
proveedor. Las células en un 60 % de confluencia fueron arrestadas

por 3 h con el medio minimo Optimem ® . Se formé un complejo 100
nM siRNA de VIP (siVIP):Lipofec  tamina RNAimax (Life Technologies)
15 min previo a la transfeccién. 24 h post -transfeccion, se cambié el
medio Optimen ® de las células por DMEM -F12 completo por otras 48
h. Un siRNA con una secuencia no especifica (siScrl) se usé como
control negativo. La  disminucion de la expresion endogena de VIP
(<50%) se comprobo por Western Blot [177] . Las células se utilizaron
para ensayos de co -cultivo con monocitos y los sobrenadantes o
medios condicionados para ensayos de fagocitosis como se describira

en las secciones 5y 11, respectivamente.
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2- Muestras

2.1 Muestras de sangre

Se obtuvieron muestras de sangre periférica de  voluntarios sano s con

el correspondiente consentimiento informado . Los estudios fueron
desarrollados en el mar co del pr oy emdduadordeEf ect o
VI P en c¢c®lulas inmunes de sangre perif®ric

ética de la Sociedad Argentina de Investigaciones Clinica. El tamafio
de la muestra utilizada en esta tesis const6 de un N=89, incluidas en

algunos casos réplicas.

2.2 Muest ras de decidua y placenta de primer

trimestre

Las muestras de placenta y decidua se obtuvieron de abortos
electivos de voluntarias que transitaban un embarazo sin
complicaciones antes de la semana 15 de gestacion. Dicho
procedimiento fue avalado y realizad 0 segun las normas del hospital
de St. Mary y la Universidad de Manchester en el Reino Unido. Las
pacientes firmaron un consentimiento para que las muestras se
utilizaran para investigacion. Se utilizaron las muestras que se
obtuvieron por cirugia 0 por as piracion, ya que estas mismas
contienen remanentes de fragmentos de decidua. Para esta tesis
fueron utilizadas u n total de 33 muestras de entre 5 a9 semanas de

gestacion.

3- Preparacion de medios condicionados

Los medio s condicionado s (MC) utlizados en los ensayos de
migracion , perfil de activacion de monocitos y fagocitosis (que se
describiran en las  secciones 8, 6 y 11 respectivamente), fue ron
obtenido s a partir de células Swan71 0 HTR8/SVNeo , segun se detalla
en cada experimento. Se sembraron 50.000 cél ulas en placas de 24
con DMEM -F12 completo. Al llegar a un 80 % de confluencia , se les
cambio el medio por DMEM -F12 2% SFB. El medio condicionado de
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MATERIALES Y METODOS

células incubadas con VIP 10 nM o VIP 100 nM por 20 h se las llamé

MC (VIP 10 nM) y MC (VIP 100 nM), respec tivamente. En el caso de
los MC de las células Swan 71 silenciadas con siRNA por 72 h, se
recolectd el sobrenadante de las udltimas 24 h y se las llamé: MC
(siVIP) y MC (siScrl). Los MC se recolectaron , se centrifugaron para

remover debris celular  y congel arona 1 20 °C hasta su uso.

4-  Purificacion y diferenciacion de leucocitos

4.1 Monocitos de sangre periférica

La sangre recolectada en wuna jeringa con heparina (Rivero,
Argentina) se diluyo a la mitad con solucion fisiolégica y se utilizd

para obtener las  células mononucleares totales (MNT) . Estas se
purifica ron por gradiente de densidad (1,007 g) utilizando Ficoll -
Hyp ague (Amersham Pharmacia Biotech ) y una centrifugacion de 480

g por 20 min . Luego de 2 lavados con solucion fisiolégica (SF) se
realizO un paso adicional de desplaquetizacién logrado por una
centrifugacion a 101 g por 10 min. A | as células MNT suspendidas en
un buffer Percoll se les realizé una deshidratacién progresiva con

NaCl 9% en el bafio termostatico a 37°C durante 45 min. Luego se

las centr ifugd en un gradiente de Percoll (GE Healthcare, S E) con 2
densidades de Percoll 50% y 40% a 430 g por 25 min a 4°C, se tomé

el segundo halo donde se encuentran la mayoria de los monocitos
(pureza hasta 85%). Luego de 2 lavados con SF, los monocitos se
contaron y usaron dependiendo cada experimento, en forma directa
(suspension) para migracion y co -cultivo o previa adherencia en placa

de 24 wells para los ensayos de migracion, perfil de activacion,
fagocitosis, microscopia, diferenciacion a macrofagos, ELI SA, cierre

de la herida y fagocitosis.

4.2 Macrofagos diferenciados con M -CSFyGM -CSF

Los monocitos aislados por Percoll como previamente se describio en
4.1, se les realizd un paso de adherencia en placas de 6 well con

RPMI 1640 sin suero con glutamina 2 mM, penicilina -estreptomicina
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100 U/mly anfoterici na B 0. 2 5 Luego lenuh periodode 1l -2h
en la estufa de incubacion se lavo todo aquello que no se adhirio a la

placa. Las células adherentes se diferenciaron con M -CSF (50 ng/ml)
o con GM -CSF (100 ng/ml) en RPMI completo por 5 dias. Luego de

ese tiem po, 300.000 macrofagos se sembraron en placas de 24 wells

y se trataron con DMEM -F12 2% SFB en ausencia o presencia de 100

nM de VIP, MC o MC (VIP 100 nM) por 20 h adicionales antes de

utilizarse en los distintos experimentos.

4.3 Macroéfagos y células NK d eciduales

Se colectaron 2 g de decidua humana entre los periodos 5 -9 semanas
de gestacion, se colocaron en RPMI sin suero y se realizé diseccion
mecanica con tijeras. El tejido procesado se lavo con el buffer HBSS y

se pas6 por una malla . A continuacion s e realizé una digestion con
colagenasa | (2 mg/ml . Sigma, Manchester, UK) y DNAsa | (0,15
mg/ml) por 20 min en el bafio térmico a 37 °C en agitacion. Luego de

la digestion se agreg6 el mismo volumen de RPMI 1640 con 10% SFB

para neutralizar la enzima y se pas6 nuevamente por malla. El eluido
se centrifugd a 1500 g por 10 min y el pellet se resuspendié en RPMI

sin suero con antibiético (penicilina -estr eptomicina). A continuacion
se pasO por una malla con poro de 200 mm para obtener una
suspensioén sin agrupaciones celulares. El eluyente se sembré en un
gradiente de Ficoll y se centrifugd a 2000 g por 10 min a 4°C. El halo
obtenido, integrado por células estromales, epiteliales y leucocitos
mononucleares, se resuspendio en HBSS y se centrifugé a 2000 g por

5 min a 4°C. Al pellet se lo resuspendié en 10 ml de buffer de MACS,

se contaron las células con Trypan Blue para evaluar viabilidad y se lo
centrifugd nuevamente a 2000 g por 5 min a 4°C. El pellet obtenido

fue bloque ado por 5 min en 800 m de buffer de MACS con 10% SFB y
10 % suero humano. Se centrifugé nuevamente a 2000 g por 5 min a

4°C. Al nuevo pellet se le agrego 80 uL de buffer de MACS por cada

10 millones de células con 20 m. de ant i-De(MiltenyiU, DE)
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acoplado a perlas ma gnéticas y se incub6 15 min a 4°C. Se lavaron

las células con buffer MACS y centrifugaron a 2000 g por 5 min a

4°C. Al pellet se lo resuspendié en buffer MACS (500 mM/10 millones
de células). La suspension se lo paso por una columna de seleccion
positiva, se lavaron las células y se recolectaron las células CD14+

con una pureza mayor al 98% (determinado por citometria de flujo
marcando con un -&Dil4)iSe veatrifymaron las células a
2000 g por 5 min a 4°C y se resuspendieron en RPMI sin suero con
glutamina 2 mM,  penicilina -estreptomicina 100 U/ml y anfotericina B
0. 25 1 patarsu uso.

Para las células NK, se us6 el mismo protocolo utilizando un
anticueCpP®»6 Uacoplado a perlas magdQD®t i cas en

Se analiz6 su pureza por citometria de flujo.

5-  Co-cultivo de células trofoblasticas y Mo

Las células Tb fueron cultivadas en placas de 24 wells en medio
DMEM-F12 completo. Cuando las células estuvieron en 80% de
confluencia se co-cultivaron 0 no con Mo o macréfagos diferenciados,
purificada s de las células MNT de voluntarios sanos (300.000
células/ well). Se probaron distintas condiciones en presencia o
ausencia del co -cultivo, presencia o ausencia de VIP 10 o 100 nM.
Por otro lado, se usaron las células Tb transfectadas con un siRNA de

VIP o por uno Scrl 72 h post  -transfecciéon .

6- Adherencia de Mo para distintos abordajes

Se sembraron 300.000 Mo obtenidos como se describié en la seccion

4.1 en placas planas de 24 well en RPMI sin suero durante 1 -2 h para
remover las células mononucleares que ha yan quedado del Percoll no
adherentes. Luego de ese tiempo, se realizaron distintos tratamientos

como se describe enla  Figura 1.
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Figura 1: Abordajes in vitro  para la determinacion funcional de los Mo . I - Monocitos
cultivados en presencia o ausencia del péptido VIP durante 20h. Il - Las células trofoblasticas
se cultivaron en presencia o ausencia de VIP durante 20 h. EI MC previamente centrifugado

se utilizé para condicionar a los Mo o MA. Il - Co-cultivo de células trofoblasticas con Mo con

o sin VIP dura nte 20 h.

- Los abordajes I, Il y Il se utilizaron para medir el fenotipo de
activacion de las células CD14  +. Se despegaron las células con

TrypLE™

y Se marcaron con anticuerpos monoclonales anti
marcadores moleculares especifico de cada perfil. Los
antic uerpos utilizados  fueron: U-CD14, U-CD16, U-CD39, U
CD40, U-cD80, U-cD86 y U-HLA-DR para moléculas de
superficie; vy los anticuerpos:  U-I1L-10, U-IL-12 y U-TNF-a para
citoquinas intracitoplasmatica s Los abordajes I, Il se utilizaron
para la recoleccion de SN y su posterior uso en distintos
experimentos . Se recuper6 ARNm de | as células con Trizol ®

para la medicion de expresion génica como se detalla en la

seccion 7 .
- Los abordajes 1 y Il se utilizaron para los ensayo s de fagocitosis
de cuerpos apoptoticos que se describira en el punt o 11.

- Los abordajes | y Il también se utilizaron en los macrofagos
diferenciados por M -CSF o GM -CSF para posteriores estudios en
determinacion de proteinas por ELISA, ensayo del cierre de la

herida, angiogénesis y expresion genica.
7- RT-PCR

7.1 Extraccion de ARN

Las células recuperadas luego de los distintos tratamientos fueron
resuspendi das en 5 (LOfe Tiedhnoldgies) ¥ seipmaedio

a realizar la extraccion de ARN tot al siguiendo las recomendaciones
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