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Regulacion metabdlica en la interfase materno-fetal: rol del péptido intestinal
vasoactivo e impacto en la interaccion inmune-trofoblasto

Las células trofoblasticas con sus distintos fenotipos despliegan una adaptabilidad funcional
indispensable para el desarrollo de la placenta y el crecimiento fetal. Las células citotrofobldsticas, en
particular, tienen un papel central en la placentacion al integrar sefiales metabdlicas e inmunolédgicas
para el mantenimiento de la homeostasis. En esa etapa, coordinan el reclutamiento y diferenciacion
de células inmunes maternas como monocitos y macrofagos favoreciendo un microambiente
antiinflamatorio. Una funcidn deficiente de las células trofoblasticas se asocia con complicaciones
gestacionales como la preeclampsia y la restriccién del crecimiento fetal, ambas con altas tasas de
morbimortalidad materna y perinatal, como también vinculadas a mayor riesgo de desarrollar
enfermedades metabdlicas en la vida adulta. Entre los factores que participan en el mantenimiento
de la homeostasis inmunoldgica desde etapas tempranas, describimos al péptido intestinal
vasoactivo (VIP), sintetizado y liberado por células trofoblasticas. Sobre esta base, el objetivo de este
trabajo fue profundizar en el conocimiento de los mecanismos que regulan el metabolismo de la
célula trofoblastica con especial foco en el papel del VIP, y cdmo dicho metabolismo impacta en la
funcion placentaria y en el fenotipo funcional y metabdlico de monocitos y macréfagos maternos.
Para abordar los distintos objetivos especificos, se emplearon disefios in vitro con lineas celulares
trofobldsticas humanas de primer trimestre; un modelo de interaccién inmune-trofoblastica con
monocitos aislados de sangre periférica de dadoras sanas; y un modelo in vivo de gestacion en
ratones deficientes en VIP. Nuestros resultados muestran que el VIP promueve la migracién de
células trofoblasticas, y en el efecto intervienen tanto la glucdlisis como la fosforilacidn oxidativa. VIP
regula el metabolismo celular, induciendo un aumento rdpido en la incorporacién de glucosa a través
de la activacién de las vias de PKA, MAPK y PI3K y del sensor de nutrientes mTOR, acompafiado por
un aumento en la expresién del transportador de glucosa GLUT1 y sin cambios en GLUT3. El bloqueo
de mTOR con rapamicina disminuyd la expresién enddgena de VIP. A su vez, se observé que VIP
induce la incorporacion rapida de aminodcidos -con aumento del transportador SNAT1 y sin cambios
en SNAT2. VIP indujo la incorporacién de acidos grasos de cadena larga y gotas lipidicas neutras
citoplasmaticas a tiempos mas largos, sin cambios en la funcionalidad mitocondrial. El silenciamiento
transiente de VIP en las células trofoblasticas resultdé en una menor incorporacién de glucosa y
menor expresion de mTOR. Consistente con estas observaciones, el modelo de gestacién murina
deficiente en VIP presenté menor peso fetal para la edad gestacional sin cambios en el peso de la
placenta, aunque se vio asociado a una desregulacidn de la incorporacion de glucosa y del transporte
hacia el feto, asi como de la expresidén de glutl y mTOR, tanto en la placenta como en los tejidos

fetales. Ensayos ex vivo incubando explantos de placentas wild type con antagonista del receptor de
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VIP mostraron una diminucién en la capacidad de incorporacién de glucosa y aminodcidos. En el
modelo in vitro de interaccion inmune-trofoblastica, el medio condicionado de células trofoblasticas
de primer trimestre indujo una reprogramacién metabdlica de monocitos y macréfagos, en especial
frente al estimulo de LPS: se observé menor incorporacién de glucosa, y mayor incorporacién de
acidos grasos, paralelamente con una reducida respuesta proinflamatoria. La incubacidn de células
trofoblasticas con medios condicionados de macréfagos de perfil inflamatorio las mantuvo en un
estado metabdlico de quiescencia, en linea con lo observado frente a la estimulacién con el
metabolito itaconato. Los resultados de esta tesis sefialan al VIP como regulador del metabolismo
placentario con implicancias en el crecimiento fetal y en el mantenimiento de la homeostasis
inmunoldgica, y aportan al conocimiento de mecanismos de reprogramacién inmunometabdlica de

monocitos y macréfagos en el contexto de la gestacion temprana.

Palabras claves: placenta, trofoblasto, metabolismo, glucosa, Péptido Intestinal Vasoactivo,

macréfago, inmunometabolismo
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Metabolic regulation in the maternal-fetal interface: role of vasoactive
intestinal peptide and impact on the immune-trophoblast interaction

Trophoblast cells with distinct phenotypes show a functional adaptability that is crucial to placental
development and fetal growth. The cytotrophoblast cells play a central role on placentation since
they integrate metabolic and immunological signals to maintain placental homeostasis. During
placentation, these cells coordinate the recruitment and differentiation of maternal immune cells as
monocytes and macrophages, favoring a tolerogenic microenvironment. An aberrant function of
trophoblast cells can lead to pregnancy complications as preeclampsia and fetal growth restriction,
which are associated to high rates of maternal morbidity and mortality and with increased risk of
developing metabolic diseases in adult life. We described the vasoactive intestinal peptide (VIP)
among the factors participating in the maintenance of immunological homeostasis from early stages.
VIP is synthesized and secreted by trophoblast cells. Taking these into account, our aim was to
deepen into the mechanisms regulating trophoblast cell metabolism with special focus on VIP, and
how trophoblast cell metabolism impact on placental function and metabolic profile of maternal
monocytes and macrophages. We employed different approaches using in vitro models with human-
derived trophoblast cell lines, an immune-trophoblast interaction model using peripheral monocytes
from healthy donors, and a gestational VIP-deficient murine model.

Our results show that VIP promotes migration of cytotrophoblast cells via glycolysis and oxidative
phosphorylation. VIP modulates trophoblast metabolism inducing rapid glucose uptake through PKA,
MAPK and PI3K pathways, as well as mTOR nutrient sensor pathway, which was accompanied by an
upregulation of GLUT1 but not GLUT3 glucose transporter. The blockade of mTOR with rapamycin
lead to a reduced VIP expression. Moreover, VIP induced rapid amino acid uptake with SNAT1
upregulation and with no changes in SNAT2, as well as long chain fatty acid uptake and lipid droplet
storage accumulation at long times, without changes in mitochondrial function. Silencing VIP with a
siRNA showed less glucose incorporation along with less mTOR expression. Consistently, VIP-
deficient murine model showed fetal growth impairment with no changes in placental weight, along
with a dysregulated glucose uptake, transport to the fetus and glutl and mtor expression, both in
placental and fetal tissues. Ex vivo incubation of wild type explants with VIP receptor antagonist
showed a decreased glucose and amino acid uptake. Immune-trophoblast interaction model showed
that trophoblast-conditioned media induced monocytes and macrophages metabolic rewiring, and
specially versus LPS stimuli: cells displayed less glucose uptake, with increased long chain fatty acid
uptake, in parallel with an attenuated proinflammatory response. Proinflammatory M1 macrophage-
conditioned media induced a quiescent metabolic state, in line with the response to itaconate

stimulation.
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The results of this thesis point out to VIP as a placental metabolism regulator impacting in fetal
growth and immune homeostasis maintenance, contributing to reveal the mechanisms of metabolic

reprogramming of monocytes and macrophages in early gestation.

Keywords: placenta, trophoblast, metabolism, glucose, Vasoactive Intestinal Peptide, macrophage,
immunometabolism
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ABREVIATURAS

2-DG 2-Deoxy-D-glucosa

2-NBDG 2-Deoxy-2-[(7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol-4-yl)amino]-D-glucose

4C-MeAIB [14 C]-acido metilaminoisobutirico

ACOD1 Aconitato deshidrogenasa-1

CcD Células dendriticas

CMH Complejo mayor de histocompatibilidad

COX Ciclooxigenasa

CPAp Células presentadoras de antigeno profesionales
CTB Citotrofoblasto

cTb Células trofoblasticas

CTBv Citotrofoblasto velloso

DAMPs Patrones moleculares asociados a dafio

DCFH-DA Diclorofluoresceina diacetato

dM@ Macroéfagos deciduales

dg Dia de gestacién

EC Células endoteliales

ECAR Tasa de acidificacion extracelular
EGF Factor de crecimiento epidermal
EIV Espacios intervellosos

EMT Transicion epitelio-mesenquimatica
EPC Cono ectoplacentario

ETC Cadena de transporte de electrones
EVT Citotrofoblasto extravelloso

EVTeg Citotrofoblasto endoglandular
EVTev Citotrofoblasto endovascular

EVTi Citotrofoblasto intersticial

FABP Proteinas de unidn a 4cidos grasos
FAO Oxidacién de acidos grasos

FAS Sintesis de acidos grasos

FAT/CD36 Traslocasa de acidos grasos

FATP Proteina transportadora de acidos grasos de cadena larga
Flo Floretin

FOSFOX Forforilacidn oxidativa

G-6-P Glucosa-6-fosfato

GAPDH Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa
GLUT Transportador facilitador de glucosa
GM-CSF Factor estimulador de colonias de granulocitos y monocitos
hCG Hormona coriénica humana

HK Hexoquinasa

HTR-8 Linea celular HTR-8/SVneo

IDH1 Isocitrato deshidrogenasa-1

IFM Intensidad de fluorescencia media
IGF Factor de crecimiento insulinico

IL Interleuquina

INF-y Interferén-y

LCFAs Acidos grasos de cadena larga

LCPUFAs Acidos grasos poliinsaturados de cadena larga

lepR Receptor de leptina
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LIF Factor inhibidor de la leucemia

LPS Lipopolisacérido

LT Linfocitos T

MB Membrana basal

MCI Macizo celular interno

MC-M1 Medio condicionado de macréfagos M1

M-CSF Factor estimulante de colonias Macroéfagos
MC-Tb Medio condicionado de células citotrofoblasticas
MCT Transportador de monocarboxilatos

MEC Matriz extracelular

MMP Metaloproteasas

MMV Membrana microvellosa

Mo Monocitos

M@ Macréfagos

mTOR Mammalian target of Rapamycin

NK Células natural killer

ON Oxido nitrico

Pa Progesterona

PACAP P olipéptido de la adenilato ciclasa de la pituitaria
PBMCs Células mononucleares de sangre periférica
PDGF Factor de crecimiento derivado de plaquetas

PE Preeclampsia

PKM2 Fosfofructoquinasa-2

PPARs Receptores activados por proliferadores peroxisomales
PPP Via de las pentosas fosfato

PS Penicilina-Estreptomicina

RCF Restriccion del crecimiento fetal

ROS Especies reactivas del oxigeno

Rote Rotenona

RRP Receptores de reconocimiento de patrones moleculares asociados a patogenos
RSA Abortos recurrentes espontaneos

SDH Succinato deshidrogenasa

SF Solucion fisiolégica

SFB Suero fetal bovino

siVIP SiRNA de VIP

SNAT Transportador de aminoacidos neutros acoplados a sodio
STB Sinciciotrofoblasto

Tamb Temperatura ambiente

TAMs Macroéfagos asociados a tumores

Tb Trofoblasto

TCA Ciclo de los acidos tricarboxilicos

TGC Células trofoblasticas gigantes

TGF-B Factor de crecimiento transformante-$

TNF-a Factor de necrosis tumoral-a

Treg Linfocitos T regulatorios

UA Unidades arbitrarias

uNK Células natural killer uterinas

VEGF Factor de crecimiento endotelial vascular

VIP Péptido Intestinal Vasoactivo

VSMC

Células vasculares del musculo liso
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La gestacion humana es un proceso ineficiente que comprende una secuencia coordinada de
eventos complejos y finamente regulados para que un embarazo llegue a término sin
complicaciones. Se estima que entre un 40% y un 60% de embarazos se pierden entre la fertilizacién
y el nacimiento®. La placenta es el Unico érgano transitorio en el humano, es altamente dindmico y
funciona como un d6rgano de metabolismo, sosteniendo sus propias demandas energéticas y las
demandas fetales. Tiene la funcidn de proporcionar nutrientes y oxigeno para el desarrollo
placentario y fetal, regular el crecimiento intrauterino, eliminar desechos, asi como sintetizar y/o
metabolizar factores diversos involucrados en la interaccién materno-fetal>*. En el Utero gestante
tiene lugar una remodelacidn vascular e infiltracidon leucocitaria con altos niveles de liberacién de
citoquinas en un periodo extremadamente corto de tiempo. Para que estos procesos sean exitosos,
es necesaria la interaccion coordinada y continua entre el trofoblasto invasivo fetal y la decidua
materna®>®. Deficiencias en los mecanismos de regulacién en la placentacién se asocian con fallas
reproductivas y complicaciones en el embarazo, con altas tasas de morbilidad y mortalidad materna
y neonatal, y que en muchos casos no pueden detectarse a tiempo, por lo que comprender los
mecanismos involucrados supone un gran aporte a la deteccién temprana de estas patologias y su

posible intervencion.

1.1. Generacion de la interfase materno-fetal

1.1.1. Implantacion

En condiciones fisioldgicas, para que el embarazo se produzca, deben ocurrir una serie de
eventos secuenciales: la ovulacién, la copulacién, la fecundacidn y finalmente una implantacién
exitosa. Para este Ultimo proceso se requiere un blastocisto competente para implantarse, un

endometrio receptivo y un didlogo sincronizado entre ambos.

El blastocisto que llega a la cavidad uterina ha atravesado distintos procesos de division y
diferenciacion celular a partir del cigoto, mientras migra por las trompas de Falopio, y al dia 6 post
fertilizacion (dpf) esta conformado por dos tipos celulares definidos: un macizo celular interno (MCI)
que dard lugar a las estructuras embrionarias, y los blastomeros externos, que se compactan
originando el trofoectodermo que permite la implantacion y formard luego las estructuras
extraembrionarias, incluyendo la placenta y las membranas amniéticas. El blastocisto adquiere
competencia al perder la zona pellcida (hatching) por digestién de la matriz glicoproteica por la

enzima estripsina y orientarse préximo al epitelio uterino (rolling)”®.
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La receptividad endometrial delimita un periodo conocido como “ventana de implantacién”
que ocurre entre 6 y 10 dias después de la ovulacidn, en la cual el epitelio endometrial adquiere
ligandos y receptores de adhesion (integrinas, oligosacdridos, cadherinas), se modifican
morfolégicamente los pinépodos (protrusiones que favorecen la interaccién) y se pierden
componentes inhibitorios, como las mucinas con propiedades anti-adherentes””.

A partir del dpf 10 las células del estroma endometrial experimentan cambios morfoldgicos y
funcionales, proceso denominado decidualizacion, que en los humanos ocurre ciclicamente
independientemente de las sefiales del blastocisto®. Estos cambios implican la remodelacidn
vascular, la infiltracién de leucocitos maternos (macréfagos, neutréfilos, células dendriticas, linfocitos
T y células natural killer uterinas), el estrés reticular en las células del estroma endometrial que
produce respuesta a proteinas mal plegadas habilitando la expansidn del reticulo endoplasmatico y la

sintesis de factores, entre ellos la sintesis y secrecién de prolactina’*%,

La implantacion propiamente dicha es el proceso por el cual el blastocisto penetra el epitelio
e invade el endometrio, proceso que dura aproximadamente 7 dias (Fig. 1). Una vez que el
blastocisto entra en contacto con el epitelio uterino, el trofoectodermo se denomina trofoblasto
(Th). En esta instancia se diferencian dos capas celulares: el citotrofoblasto (CTB) primitivo, en
contacto con el MCl, es la capa interna formada por células mononucleadas; el sinciciotrofoblasto
(STB) es la capa externa no proliferativa formada por células multinucleadas que deriva de la
diferenciacién y fusién de células CTB®!2. En el proceso de implantacién pueden identificarse tres

etapas:

-Aposicién: Es la adhesion inicial del blastocisto al epitelio endometrial. Las vellosidades del
STB formado se interdigitan con los pindpodos de la superficie uterina. Las membranas plasmaticas
de las células trofoblasticas y de las células epiteliales uterinas se encuentran yuxtapuestas y

separadas por una minima distancia.

-Adhesién estable: Caracterizada por un aumento en la interaccion fisica entre trofoblasto y

epitelio uterino. Es el resultado de los cambios moleculares en la superficie del trofoblasto y

endometrio, donde las integrinas expresadas por el trofoblasto cumplirian un rol fundamental’.

-Invasién: El STB penetra el epitelio uterino invadiendo el endometrio, donde ocurre una
fuerte remodelacién en el sitio de implantacién. En esta etapa las proteasas tienen un rol
fundamental, producidas tanto por la decidua como por el trofoblasto y rigurosamente controladas

por inhibidores®®3,
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Figura 1 | Etapas de la implantacion del blastocisto. Rolling, aposicidn, adhesién estable, e invasion. CTB:

Citotrofoblasto, MCI: Macizo celular interno, STB: Sinciciotrofoblasto. Modificado de Mor et al. Nat. Rev.
Immunol. (2017)°.
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1.1.2. Placentacion

La placentacion temprana es critica para obtener la capacidad placentaria éptima, y depende
de la extensiva remodelacién de la vasculatura uterina para facilitar el intercambio de nutrientes y
desechos entre la madre y el feto*4,

Una vez que el trofoblasto se ha implantado en el endometrio, el STB continda invadiéndolo
y ocurre una profunda reorganizacién del STB que recubre a todo el embrion. Al mismo tiempo, las
CTB comienzan a penetrar a través del STB hasta atravesar la masa completa, entrando en contacto
con la decidua y formando los troncos de las vellosidades primarias de anclaje. Entre la segunda y la
tercera semana de gestacién quedan conformados dos tipos de células CTB: el citotrofoblasto
velloso (CTBv) queda recubriendo al embridn por debajo del STB y en los extremos de las
vellosidades prolifera dando las columnas citotrofoblasticas de citotrofoblasto extravelloso (EVT),
que pasa por una transicion epitelio-mesenquimatica (EMT) desprendiéndose de las columnas vy

adquiriendo un fenotipo invasivo”1%1518 (Fig. 2).
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Figura 2 | Formacion de las vellosidades de anclaje y formacién del citotrofoblasto extravelloso. CTB:
Citotrofoblasto, CTBv: Citotrofoblasto velloso, EVT: Citotrofoblasto extravelloso, MCl: Macizo celular interno,
STB: Sinciciotrofoblasto, TB: Trofoblasto. Modificado de Kndfler et al. Frontiers in Genetics (2013)Y.

La capacidad invasiva de las EVT es dependiente de la secrecién de metaloproteasas (MMP)
en especial la 2, 9, 12, 14 y 15 que son expresadas sélo por esta subpoblacién de CTB, Ademsds,
estas células poseen otros marcadores moleculares que las identifican como invasivas: integrina al,
a5, avB3, HLA-G, citoqueratina 7, vimentina, entre otros!®'®. Las EVT que pierden el contacto
invadiendo el estroma decidual y el primer tercio del miometrio se denominan EVT intersticiales
(EVTi). Las EVTi migran por el estroma haciendo contacto con células maternas como leucocitos,
células musculares y células endoteliales de los vasos. Al mismo tiempo, se diferencia otro tipo
celular especifico, las EVT endovasculares (EVTev) que migran a los vasos maternos donde
desplazan, disocian y sustituyen las capas musculares y endoteliales de las arterias, formando un
canal de didmetro considerablemente mayor respecto a la arteria inicial, y estableciendo una
conexidon directa entre las arterias maternas y los espacios intervellosos (EIV)Y’. Hasta las 10-12
semanas, las EVTev se acumulan en el lumen formando tapones que no permiten el flujo de sangre
hacia el feto?2! (Fig. 3). A partir la semana 12, dicha remodelacién habilitard un gran flujo de sangre
por estos conductos de baja resistencia. Aun existe controversia sobre si las EVT invaden el lumen de
las arterias desde el endometrio por penetracion (EVTi por intravasacion)?, 6 si las EVTev son un
subtipo de EVT que alcanzan el lumen desde las columnas por extravasacion, aunque la mayoria de
los autores coinciden en esta segunda teoria. En paralelo, las EVT endoglandulares (EVTeg) invaden
el epitelio glandular y lo reemplazan, estableciendo también una conexion directa, pero sin la

formacién de tapones?®?4. De este modo, durante el primer trimestre en que la sangre materna no
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alcanza aun los EIV, éstos contienen plasma, secreciones de las células estromales endometriales y
secreciones de las glandulas uterinas, por lo que la nutricién del embrion se denomina histiotrofica.
Los nutrientes y los desechos se transportan a través de las vellosidades, atravesando el STB, el CTBv

y el endotelio de los capilares fetales.

Las células trofoblasticas (cTb) poseen funciones secretorias, regulando paracrinamente a
otros tipos celulares asi como autécrinamente a si mismas. Diversos factores, trofoblasticos y
endometriales, han sido descriptos como mediadores durante el proceso de implantacién e invasién,
como la interleuquina-6 (IL-6), el factor inhibidor de la leucemia (LIF), la interleuquina-11 (IL-11), la
interleuquina-1B (IL-1B), la interleuquina-8 (IL-8), las prostaglandinas y el factor de crecimiento

252 |3 progesterona (P;) desempefia un papel fundamental,

epidermal (EGF), entre otros
participando de la decidualizacidn, la diferenciacion de CTB a STB y la inmunosupresidon materna ante
los antigenos fetales. Durante la implantacion, el STB también secreta hormona gonadotrofina
coriénica humana (hCG), que mantiene al cuerpo lUteo e induce la secrecién de P,4. Entre la sexta y
octava semana de gestacion, cuando la produccién luteal cae, la placenta es la principal fuente de

esta hormona?’.

A principios del segundo trimestre, los tapones se disuelven permitiendo el flujo directo de
sangre materna que entra en contacto con el STB en los EIV, estableciéndose la nutricién

hemotrofica®®.
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Figura 3 | Placentacion a finales del primer trimestre de gestacion humana. Modificada de Aplin et al. Nat.
Rev. End. (2020)".

1.1.3. Gestacion en ratones

Si bien la formacion de la placenta en humanos y ratones difiere en algunos aspectos, las
estructuras y los mecanismos moleculares tienen numerosas similitudes?. Los ratones, al igual que
los humanos, presentan una placentacidon hemocorial®’. Dependiendo de la cepa utilizada, el periodo
de gestacién dura entre 19 y 21 dias a partir de la cépula, y la camada varia entre 6 y 14 crias.
Anatémicamente, el Utero del ratdn tiene dos cuernos conectados a la vagina por el cérvix. En sus

extremos se encuentran los ovarios con los respectivos oviductos®!. Los blastocistos entran en el
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cuerno uterino y pierden la zona peltcida, avanzan hasta alcanzar el segmento medio, se diseminan
uniformemente y se implantan.

Durante la implantacién, al dia de gestacidon (dg) 4.5, las células mas externas del
trofoectodermo se diferencian a células trofobldsticas gigantes (TGC), una capa simple de células que
anclan la placenta a la decidua, y son las mas similares a las EVT humanas®>3? (Fig. 4). Del lado
opuesto del trofoectodermo se diferencian otros dos tipos celulares: el ectodermo extrembrionario,
que finalmente forma el laberinto (comparable a las vellosidades con capilares fetales, CTBv y STB en
humanos), y el cono ectoplacentario (EPC), de donde mads adelante se diferenciaran las nuevas TGC*,
La capa celular derivada del EPC que sostiene al laberinto se denomina espongiotrofoblasto, y se lo
asemeja con las columnas de CTB humanas. En ratones, a diferencia de los humanos, la invasion es
menos profunda, los vasos pierden la capa de musculo liso pero no se remodelan completamente.
Cuando la placenta se encuentra formada, la separacidn estructural entre los capilares fetales y los
sinusoides maternos se encuentra conformada por una capa trilaminar: una bicapa de sincicio
rodeando al endotelio de los vasos, y una capa de células mononucleares (Fig. 4), por lo que el
intercambio de nutrientes y desechos debe atravesar las 4 capas entre la sangre materna y la fetal, a
diferencia humano en la que debe atravesar 3%. Pese a esta pequefia diferencia, los mecanismos
moleculares y caracteristicas funcionales son similares, lo que sostiene el uso del modelo para

estudiar la incorporacidn de nutrientes y el transporte transplacentario®*36,
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Figura 4 | Prefiez humana vs. murina. (A) Linea de tiempo comparativa entre prefiez humana y murina. (B)
Placentacion y tipos celulares en la interfase materno-fetal murina. (C) Capas y tipos celulares presentes en las
vellosidades murinas. CTB: Citotrofoblasto, EIV: Espacios intervellosos, STB: Sinciciotrofoblasto. Modificado de
Ander et al. Sci Imm. (2019)*” y Watson et al. Physiol. (2005)%.
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1.2. Control de la inflamaciéon y participacion de las células inmunes en la interfase

materno-fetal

El sistema inmunitario evoluciond para proteger a los organismos multicelulares contra
agentes patdgenos. La diversidad de potenciales agentes patdgenos requiere que el organismo
disponga de una gama de mecanismos de reconocimiento y destruccidon para combatirlos. Para
lograr esto, los vertebrados han adquirido en la evolucién una red compleja y dindmica de células,
moléculas y vias en la que se pueden distinguir dos tipos de mecanismos efectores de la respuesta

inmune: la respuesta innata y la adaptativa®.

La inmunidad innata funciona como una primera linea de defensa muy rapida, erradicando

una infeccidon naciente, evitando la diseminacion de los patdgenos, y orientando el perfil de la
respuesta adaptativa. La inmunidad innata consta de receptores que reconocen estructuras quimicas
comunes (patrones) de muchos agentes patdgenos, asi como moléculas o compuestos liberados
durante el dafio celular/tisular; y mecanismos de defensa celulares y bioquimicos que incluyen

barreras fisicas y quimicas.

La inmunidad adaptativa demora mas en activarse, pero es especifica para estructuras

moleculares, conocidas como antigenos, presentes en cada microorganismo en particular. Las
respuestas adaptativas comprenden un sistema de células y sefiales quimicas complejo e

interconectado que culmina los procesos iniciados durante la respuesta inmunitaria innata.

Desde el punto de vista inmunolégico, 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 de origen materno como paterno. Las moléculas
CMH son glicoproteinas que se expresan en la superficie celular, cuya funcidn principal es presentar
péptidos antigénicos dando inicio a una respuesta inmune adaptativa. A pesar de ello, las células
fetales ocupan las estructuras del Utero y el sistema inmune materno no genera una reaccion de
rechazo. Por muchos afios se creyd que una implantacién exitosa y posterior desarrollo del feto
ocurrian solo como resultado de una supresion del sistema inmune materno a lo largo del embarazo.
Hoy en dia se sabe que la respuesta inmunoldgica durante el embarazo es singular y dindmica, esta
permanentemente modulada por diversos mecanismos y factores, y no se encuentra suprimida, sino

mas bien todo lo contrario, es absolutamente necesaria para facilitar y proteger el embarazo®303°,
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Mor y colaboradores han propuesto que el embarazo consta de tres fases inmunoldgicas,
caracterizadas por procesos distintos y cada una con un perfil de respuesta inmune y mediadores
particulares>®*, De esta manera, podemos identificar 3 etapas: una primera fase proinflamatoria
controlada, que va desde la implantacién hasta el comienzo del segundo trimestre, una segunda
etapa antiinflamatoria y de tolerancia inmunoldgica durante el segundo y parte del tercer trimestre
que permite el crecimiento fetal, y una tercera fase donde hay una respuesta proinflamatoria

asociada al parto (Fig. 5).

La implantacién e invasién del blastocisto y la placentacién involucran un activo proceso de
ruptura y reestructuracion de la decidua. Aqui, distintas células invaden y mueren en el marco de un
ambiente inflamatorio que activa la reparacidn tisular y la remocién de cuerpos apoptéticos y restos
celulares. El reconocimiento de este dafio tisular es necesario para que ocurra la correcta activacién
del sistema inmune adaptativo. El sitio de implantacién se caracteriza por la presencia de moléculas
derivadas de las células estromales endometriales y de los leucocitos presentes en la decidua como
IL-6, IL-8, IL-15, GM-CSF (del inglés granulocyte-macrophage colony-stimulating factor), TNF-a, entre

otras*.

La segunda fase del embarazo comienza hacia finales del primer trimestre. Los factores
presentes en la interfase favorecen un switch hacia un estado antiinflamatorio y tolerogénico que
permite el crecimiento y desarrollo fetal. Si este cambio no es regulado correctamente, la pérdida de
la homeostasis y la continuacion de la inflamacién puede llevar a complicaciones gestacionales como

abortos espontaneos, entre otras®.

Hacia el final del tercer trimestre, un ambiente inflamatorio con un gran flujo de células
inmunes al miometrio es crucial para promover la contraccidn del utero, el nacimiento del bebé y la

separacion de la placenta.
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Figura 5 | Fases inmunolégicas del embarazo. La fase inicial se caracteriza por un perfil proinflamatorio
requerido durante la implantacién e invasién del trofoblasto, una segunda fase antiinflamatoria durante el

crecimiento y desarrollo fetal y una ultima fase proinflamatoria necesaria para el parto. Modificado de Pfaller
et al. Allergy (2021)*.

1.2.1. Poblaciones leucocitarias en la interfase

La decidua post-implantacion es rica en diversas poblaciones leucocitarias, tanto de la
inmunidad innata como de la adaptativa. Durante el embarazo temprano, los leucocitos representan
el 30% de las células de la decidua materna. Las principales poblaciones leucocitarias presentes en la
decidua son las células natural killer (NK), los monocitos (Mo) y macréfagos (M@), las células

dendriticas (CD), los linfocitos T (LT), y en menor porcentaje los linfocitos B y los neutréfilos*® (Fig. 6).
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Figura 6 | Poblaciones leucocitarias en la interfase materno-placentaria. Las etapas tempranas del embarazo
se caracterizan por la presencia de células asesinas naturales (NK), macréfagos (M@), células dendriticas (CD),

Decidua

células T CD8+ (CT) y células T regulatorias (Treg). Los neutrdfilos se encuentran en la decidua durante la
ventana de implantacién, y luego en etapas mas avanzadas del embarazo. CTB: Citotrofoblasto, STB:
Sinciciotrofoblasto. Modificado de Mor et al. Nat. Rev. Immunol. (2017)°.

Las células NK deciduales (dNK) alcanzan a ser el 70% de los leucocitos maternos presentes

en la decidua, y aunque aun su origen no esta esclarecido, se sabe que proliferan y se diferencian in
utero™. Estas células poseen un fenotipo caracteristico distinto de las de sangre periférica (que son
altamente citotdxicas): expresan bajas cantidades de CD16 y altas cantidades de CD56 (CD16°
CD56°&M) y expresan receptores inhibitorios como CD94/NKG2A y KIR que reconocen a sus
respectivos ligandos HLA-G, HLA-F, HLA-E y HLA-C sobre las células trofoblasticas por lo que tienen
limitada su citotoxicidad. Ademds, tienen una gran capacidad de produccién de citoquinas,
quimioquinas y factores angiogénicos®. Las dNK se acumulan alrededor de las glandulas y vasos
endometriales participando de la remodelacion, la angiogénesis y la invasion trofoblastica, que

asegura el flujo sanguineo suficiente para el desarrollo fetal®.

Las células dendriticas (CD) representan alrededor de un 2% de los leucocitos de la decidua

en la interfase temprana. Estas células son presentadoras de antigeno profesionales (CPAp) y activan
linfocitos T naive poniendo en marcha la respuesta inmune adaptativa, por lo que son cruciales para

el establecimiento de la tolerancia inmunolégica®*’. Son células altamente plasticas, y dependiendo
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de las sefiales que reciben en el tejido donde son activadas se inducira la diferenciacién de los
linfocitos T naive hacia distintos perfiles: T helper 1, 2, 17 (Th1, Th2, Th17) 6 T regulatorias (Treg). Las
CD de la decidua tienen un estado de activacién semi-tolerogénico liberando grandes cantidades de
citoquinas antiinflamatorias como IL-10 y TGF-B, la molécula IDO entre otros, favoreciendo asi un
ambiente inmunosupresor y una mayor induccién de células Treg*®*. De este modo las CDs no sélo
participan de la induccién de tolerancia por presentacién antigénica, sino también por la liberacién
de citoquinas antiinflamatorias y el reclutamiento de otros tipos celulares como dNK*,
Recientemente, trabajos de nuestro laboratorio mostraron que la decidualizaciéon es un factor
condicionante para la diferenciacién de monocitos maternos a un subconjunto Unico y especial de
células dendriticas tolerogénicas, las DC-10, favoreciendo el microambiente antiinflamatorio durante

el embarazo®.

Los linfocitos T y B son los principales actores de la respuesta inmune adaptativa. Durante el
primer trimestre de embarazo, las células T representan menos de un 10% de los leucocitos
deciduales, y a medida que progresa el embarazo este porcentaje aumenta hasta un 40-50% a
término®. Las citoquinas especificas presentes en el microambiente en donde las células T CD4+
naive sean activadas por las CD, es lo que condiciona su funcidn efectora: Thl, Th2, Thl7 o Treg,
siendo estas ultimas el fenotipo de linfocitos T mas relevante en la gestacion por su funcidn
inmunosupresora, impidiendo la activacién de las T efectoras en el embarazo normal®. Existen
numerosos estudios en modelos murinos que demostraron la relevancia de las células Treg durante
la gestaciéon®152,

En la interfase materno-fetal, la respuesta proinflamatoria/Thl acompafia la invasién
trofoblastica y la remodelacién de tejidos durante el periodo periimplantatorio, el cambio hacia una
respuesta antiinflamatoria/Treg se asocia a la segunda etapa que acompafia la tolerancia
inmunoldgica materna®, y el desbalance de la relacidn Th17/Treg es un rasgo caracteristico en casos

de aborto espontaneo recurrente (RSA) y preeclampsia (PE)%.

Los neutréfilos son una de las principales células del sistema inmune innato. Tienen una
corta vida media y poseen numerosos mecanismos efectores antibacterianos. Si bien los neutrdfilos
no se presentan en grandes cantidades hasta el momento del parto, recientemente se ha descrito
una subpoblacién proangiogénica que se encuentra en baja proporcién y tendria un papel fisiolégico

en la transformacién vascular en el segundo trimestre del embarazo* .

Los macréfagos (M@) son células de la inmunidad innata, son altamente plasticas y estan

involucradas en diversos procesos como la defensa ante la entrada de patdgenos por distintos
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mecanismos, el mantenimiento de la homeostasis inmunoldgica en los distintos tejidos, la
angiogénesis, y la reparacion y remodelacién tisular. Los M@ son considerados fagocitos
profesionales por su alta capacidad de fagocitar desde bacterias hasta células apoptéticas (proceso
denominado eferocitosis), y son CPAs presentando antigenos a las células T. Se intentd clasificar a los
perfiles de activacién de los M@ como M1/M2 siguiendo la nomenclatura Th1/Th2. Sin embargo, en
la actualidad se conoce que la plasticidad funcional del M@ se manifiesta en un espectro funcional
con una gama de perfiles que puede adoptar dependiendo de los estimulos que reciba, y dentro de
este espectro se pueden identificar tres perfiles principales: perfil clasico con funciones
proinflamatorias, perfil regulatorio con fagocitosis de cuerpos apoptodticos, y perfil de reparacién

tisular>>°® (Fig. 7).

-Perfil inflamatorio: En caso de presencia de patégenos como bacterias y virus, o en casos de

sefiales de injuria tisular estéril, los M@ secretan citoquinas inflamatorias como IL-1, IL-6 y TNF-q,
guimioquinas como IL-8 que inducen el reclutamiento de neutrdfilos, éxido nitrico (ON) y otros

factores que llevardn a la neutralizacién y/o remocidn del patégeno®’.

-Perfil regulatorio: La fagocitosis de cuerpos apoptéticos y eliminacidon de debris celular que

se generan durante la remodelacion de los tejidos produce un perfil de activacién
antinflamatorio/inmunorregulador liberando localmente mediadores inmunosupresores como IL-10,

PGE2, TGF-B, IDO entre otros®.

-Perfil de reparacidn tisular: La liberacién de citoquinas como IL-4 6 IL-13 durante una injuria

tisular, produce una activaciéon celular con la liberacidn de Factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF), Factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1), VEGF, TGF-B1, que colaboran en la
proliferacién celular, en la formacién de tejido de granulacién y en la angiogénesis®®. En modelos
murinos, la L-arginina es derivada a ornitina, que favorece la sintesis de poliaminas para la
remodelacidn, sin embargo en humanos este mecanismo auin se encuentra en discusion®. El fenotipo

de estos macréfagos se modifica conforme se resuelve la injuria tisular®.

A nivel general y para facilitar su estudio, se continda utilizando la nomenclatura M1 para
perfiles proinflamatorios, caracterizados por la expresion de marcadores como CD80, CD86, CD32, y
la liberaciéon de IL-1B, TNF-q, IL-6, IL-12, IL-8 entre otros; mientras que a los perfiles antiinflamatorios,
regulatorios y de reparacidn tisular se los engloba en un perfil M2 caracterizados por la expresién de

CD163, CD206, CD209, y la liberacién de IL-10 y TGF-B, entre otros.
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Los M@ pueden ser diferenciados in vitro a partir de Mo de sangre periférica. Cuando el
estimulo de diferenciacion es el GM-CSF, su perfil de activacidon adquiere algunas caracteristicas del
perfil M1, mientras que cuando se diferencian con M-CSF (del inglés macrophage colony-stimulating
factor) se observan marcadores similares al de un perfil alternativo o M2%1%2, y hay reportes que
muestran que en embarazos normales predomina la presencia de M-CSF, mientras que en

embarazos con complicaciones se observan niveles més elevados de GM-CSF®.

Durante la formacion de la interfase materno-fetal, Mo maternos circulantes son reclutados
hacia la decidua donde se diferencian a M@ deciduales (dM@). Los dM@ representan entre un 20% y
un 30% de los leucocitos en la interfase. Inicialmente, hay predominio de perfiles M1, pero a medida
que el trofoblasto invade la decidua, la poblacién de M@ se transforma en una poblacién M1/M2
hasta finales del primer trimestre, donde adquiere un perfil principalmente M2. Hacia el final del
embarazo y para el momento del parto, hay nuevamente un predominio de perfiles M1. Los dM@
son fundamentales durante todo el embarazo, y llevan adelante una variedad de procesos que
contribuyen a un ambiente antiinflamatorio y tolerogénico, la regulaciéon de la invasién Tb, la
remodelacion de los vasos sanguineos y los tejidos conectivos uterinos, la proteccion del feto frente

a infecciones intrauterinas y, hacia finales del embarazo, el inicio del parto*34>626465

Perfil inflamatorio

~
e ©
Migracién y
diferenciacion
del Mo a M@ segln Trofoblasto
microambiente
Colageno ©
@ Poliaminas Oe
IGF-1 ©

Perfil
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(@)
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Figura 7 | Perfiles de activacién de los macréfagos. El M@ puede adoptar un perfil inflamatorio, regulatorio o
de reparacion tisular dependiendo los estimulos que recibe y el entorno que lo rodea. Las acciones que realiza
dependeran del perfil que adopte. Modificada de Grasso, Tesis doctoral (2016)°°.
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1.2.2. Interaccién entre macrofagos y células trofobldsticas

El éxito del embarazo depende en gran medida de la remodelacidn de las arterias maternas
que habilite el flujo correcto de sangre hacia el segundo trimestre. Para que este proceso pueda ser
llevado adelante correctamente, es fundamental el didlogo coordinado entre las cTb que invaden la
decidua y las arterias, y las células inmunes maternas que regulan estos procesos, remodelan la
vasculatura y contribuyen a la tolerancia inmunoldgica®®’. Al igual que las células inmunes, las cTh
expresan receptores de reconocimiento de patrones moleculares asociados a patégenos (RRP), asi
como receptores de citoquinas, de manera que sensan el ambiente que las rodea y son capaces de
reconocer la presencia de bacterias, virus, células muertas, tejido dafiado y otras sefales celulares,
respondiendo a su vez con la produccidn y secrecidn de citoquinas, quimioquinas y otros factores®®%°,
Por esto, las cTb se han propuesto como orquestadoras de la respuesta inmune materna en la

interfase, educando a los leucocitos maternos y modulando sus perfiles®7©,

Durante el proceso de implantacién del blastocisto e invasidon del trofoblasto, ocurre una
injuria tisular estéril y liberacion de sefiales por dafio celular (DAMPs, del inglés Damage-Associated
Molecular Patterns). En respuesta a este proceso, tanto el estroma endometrial como células
inmunes infiltradas producen y liberan citoquinas proinflamatorias como IL-1B, IL-6, IL-8, IL-15, GM-
CSF, CXCL1, CCL8, CCL4 y TNF-q, entre otras, que promueven la inflamacién y reclutan a otras células

inmunes*.

Las cTb que invaden la decidua secretan constitutivamente citoquinas como CXCL12, IL-8,
TGF-B, CCL2, entre otras, que colaboran con la infiltracidon de leucocitos periféricos en el tejido (Mo,
NK, LT, Treg y neutrofilos), y a su vez secretan citoquinas capaces de modular la diferenciacion de los
leucocitos reclutados, como IL-10 y M-CSF que induce un perfil del tipo M2 en los Mo. Estos
presentan una ventana de plasticidad durante su etapa de diferenciacién mayor que un M@ ya
diferenciado®®. A su vez, la fagocitosis de células apoptdticas por los dM@, o eferocitosis, favorece la
liberacion de mediadores antiinflamatorios como IL-10 y TGF-B que promueven la homeostasis
inmunoldgica y la diminucién de la inflamacidn. De este modo, la poblacién de dM@ que inicialmente
es mayoritariamente M1, se transforma en una poblacion M1/M2 hacia finales del primer
trimestre/primera etapa del segundo trimestre’>’2, Este balance y proporcién entre M1/M2 es
fundamental para el mantenimiento de la homeostasis inmunolégica ya que un aumento en la
poblacién M1 y una disminucién en la poblacién M2 resulta en un ambiente inflamatorio exacerbado
y pérdida de la homeostasis que se encuentra asociado a complicaciones en el embarazo®. Al mismo

tiempo, diversos trabajos con estudios in vitro muestran que perfiles M1 tienen un efecto inhibitorio
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sobre la invasién cTb, mientras que perfiles M2 la inducen’?74, Otros trabajos in vitro muestran no
solo que factores trofoblasticos inducen el reclutamiento de Mo y M@ que responden secretando
citoquinas pro-implantatorias y antiinflamatorias, sino que la pre-incubacién con estos factores o el
co-cultivo con ¢Tb modula la respuesta de estos M@ a estimulos proinflamatorios como LPS de E.

Co/i70,75

Durante el proceso de remodelacion vascular, las arterias espiraladas son ensanchadas para
formar vasos de gran flujo y de baja resistencia que carecen de control vasomotor. Este cambio
radical en la arquitectura de los vasos involucra la pérdida de células endoteliales (EC) y células
vasculares del musculo liso (VSMC) y la degradacidn de la matriz extracelular (MEC). Las VSMC son
reemplazadas por las células EVTev’®. Aunque aun no hay consenso al respecto, Smith y
colaboradores han propuesto que la remodelacién ocurre en dos etapas: una primera etapa
independiente de las EVTev, en donde los dM@ vy las dNK secretan metaloproteinasas (MMP) 2 y 9
degradando la MEC, lo que permite su infiltracidn en las arterias espiraladas maternas, y una
segunda etapa donde las EVTev son reclutadas y reemplazan a las células endoteliales’.

Las MMPs son también secretadas por las EVT, participan en los procesos de invasién y
placentacién y estan reguladas bajo un control estricto a diferentes niveles. Su transcripcion es baja,
esta finamente regulada tanto positiva como negativamente por citoquinas y factores de
crecimiento; una vez sintetizadas deben ser clivadas para ser funcionales, y en la interfase también

se expresan y se encuentran reguladas las proteinas TIMPs que inhiben a las MMPs 7.

La formacidon de nuevos vasos sanguineos es critica para el éxito del embarazo. Diversos
trabajos muestran que los dM@ que adquieren un perfil de tipo M2 participan en la angiogénesis y la
formacion de tubulos, liberando factores proangiogénicos como VEGF-A y FGF-2 (en inglés Basic
Fibroblast Growth Factor), e interleuquinas como IL-10, TGF-B, IL-6, TNF-a, mientras que en
presencia de factores liberados especificamente por perfiles M1 estos procesos se encuentran

inhibidos®%72,

1.3. Metabolismo y transporte de nutrientes

Una de las principales funciones de la placenta radica en asegurar el suministro de nutrientes
para sostener el crecimiento del feto. La placenta como drgano tiene una tasa metabdlica
extraordinariamente alta con un alto consumo de oxigeno, y adapta su fenotipo metabdlico

integrando las sefiales maternas y fetales para mantener el desarrollo intrauterino. Una fina
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regulacion del metabolismo de la placenta es fundamental, ya que esta directamente relacionado
con los procesos celulares. Numerosos trabajos muestran una asociacion entre alteraciones

metabdlicas y complicaciones gestacionales**7880,

Durante muchos afos, el concepto de metabolismo de la placenta se presentd asociado
principalmente a la capacidad del STB para incorporar nutrientes, metabolizarlos y transportarlos
hacia los capilares fetales ¢ utilizarlos como precursores en la sintesis de mediadores, sobre todo en
etapas avanzadas del embarazo®. Sin embargo, la relevancia del metabolismo del CTBv que da origen
y sostiene al STB, y que se dispone como una capa continua de células mononucleares hasta finales
del primer trimestre y luego se torna discontinua hasta el parto, se consideraba practicamente
insignificante, por lo que se dispone de vasta informacién sobre el transporte de nutrientes en STB
mientras es mas escasa respecto al CTB.

Mds recientemente se han publicado trabajos que muestran que el rol del CTB en el
metabolismo de la placenta es fundamental y seria aiin mayor que el del STB882, M4s aln, teniendo
en cuenta las dificultades para el estudio de la placenta en estadios tempranos, practicamente no ha
sido estudiada la relevancia del metabolismo de las células EVT en el primer trimestre cuando
invaden la decidua y el primer tercio del miometrio. En esa etapa remodelan las arterias formando
los vasos necesarios para la correcta nutricién del feto y orquestan la respuesta inmunolégica para el
mantenimiento de la homeostasis, por lo tanto requieren una alta tasa de metabolismo capaz de
sostener las demandas energéticas y la adquisicién de su fenotipo invasivo.

Por otro lado, el concepto de inmunometabolismo surgié recientemente y revela la conexién
estrecha entre procesos metabdlicos e inmunoldgicos que definen la reprogramaciéon metabdlica de
las células dentro de un tejido, el destino celular y la adquisicion de perfiles de las distintas
poblaciones inmunes®3*, E| enfoque de la placenta desde el punto de vista del Inmunometabolismo
es novedoso y es una parte de los objetivos de esta Tesis, ya que podria explicar mecanismos de la
interaccion inmune-trofoblastica, y contribuir a modelar la comunicacién célula-célula entre cTb y
leucocitos maternos mediada por metabolitos en condiciones de homeostasis inmunoldgica en la

interfase.

Teniendo esto en cuenta, podemos identificar distintos abordajes del estudio del
metabolismo de la placenta: el metabolismo a nivel celular de las células trofobldsticas, directamente
asociado a las funciones especificas para la implantacién, la placentaciéon y la remodelacién de
tejidos; el metabolismo a nivel tisular centrado en la utilizacién de los distintos recursos y vias por
células de la placenta, cuya regulacién en ultima instancia habilitard la regulacién del transporte de

nutrientes desde los tejidos maternos hacia los capilares fetales; y el inmunometabolismo que enfoca
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la homeostasis inmunoldgica en la placenta a partir de los metabolismos a nivel celular de las células

inmunes y trofoblasticas en permanente interaccion.

1.3.1. Metabolismo de la célula trofobldstica

La capacidad de incorporacién de distintos nutrientes por las cTb depende de la cantidad,
densidad, distribucidon y actividad de los transportadores especificos. La glucosa es el principal
sustrato energético para las cTb. Diversos trabajos estiman que en gestacién a término, de toda la
glucosa incorporada por la placenta, entre un 30% y un 50% es oxidada por el tejido®¥. La glucosa
es transportada principalmente mediante difusidn facilitada a favor del gradiente de concentracion
por proteinas trasportadoras especificas. GLUT1 y GLUT3 (SLC2A1 y SLC2A3) son consideradas como
los principales miembros de la familia SLCA encargados de la regulacidn del transporte de glucosa en
la placenta y se expresan tanto en STB como en CTB y otros tipos celulares, aunque recientemente se
han identificado otros miembros®. En humanos GLUT1 se expresa en placenta durante todo el
embarazo siendo mayor a término, mientras que GLUT3 se expresa principalmente en el primer
trimestre y a medida que avanza el embarazo disminuye su expresién®>. La expresién de ambos
transportadores ha sido reportada en la linea celular de primer trimestre HTR-8/SVneo (HTR-8)
(asimilable a EVT) y en las lineas de coriocarcinoma humano JAr, JEG-3 y BeWo, y en la primera el
bloqueo de la incorporacién de glucosa impacta sobre la viabilidad celular y su capacidad

migratoria®®,

Una vez que la glucosa ingresa a la célula, es fosforilada en el carbono 6 por la enzima
hexoquinasa (HK) dando glucosa-6-P (G-6-P) y tiene distintos destinos posibles. La G-6-P puede ser
metabolizada por la via de las pentosas fosfato (PPP) (Fig. 8), siendo la fuente exclusiva de
regeneracion de NADPH requerida para la reduccion de glutation que funciona como principal

amortiguador de especies reactivas de oxigeno (ROS)8%%

. Por otro lado, la G-6-P puede ser
metabolizada a Fructosa-6-P y continuar la oxidacién via glucdlisis hasta dar piruvato, con la
formacién de 2 moléculas de ATP por cada molécula de glucosa (Fig. 8).

En la mayoria de los modelos donde el oxigeno no es limitante, el piruvato es principalmente
transportado a la mitocondria, donde continta su oxidacion en el ciclo de los acidos tricarboxilicos
(TCA), mientras que en situaciones de hipoxia, el piruvato es metabolizado por la enzima LDH a
lactato (Fig. 8). Sin embargo, aun en presencia de oxigeno -aunque sus niveles son menores en el

microambiente implantatorio-, las cTb producen altas cantidades de lactato, proceso denominado

glucolisis aerdbica (efecto Warburg), que fue inicialmente descrito para células tumorales, cuyo
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metabolismo y fenotipo presenta caracteristicas muy similares con las cTb especialmente en las
etapas invasivas, si bien durante la placentacion este evento estd extremadamente regulado®*’.
Durante la primera etapa de la implantacion, el blastocisto convierte un alto porcentaje de la glucosa
incorporada a lactato, generando un pH acido alrededor del blastocisto que facilita la degradacidn
del epitelio endometrial®”*8. Durante el proceso de invasién y placentacion, las células cTb siguen
incorporando altas cantidades de glucosa y continlan metabolizando una alta proporciéon del
piruvato a lactato, y este metabolito no sélo modula el pH del microambiente sino que se ha
demostrado en modelos murinos y humanos que actia como molécula de comunicacién celular

induciendo la angiogénesis, aumentando la permeabilidad vascular, y modulando el perfil de los

dM@ hacia un perfil tolerogénico en presencia de oxigeno®:1%,

El piruvato que no es metabolizado a lactato es importado a la mitocondria, convertido a
Acetil-CoA u oxalacetato e ingresa en el TCA proveyendo intermediarios para la generacién de ATP
por fosforilacion oxidativa (FOSFOX). EI TCA no solo metaboliza Acetil-CoA proveniente de la
glucdlisis, sino que la metabolizacién de otros nutrientes también genera intermediarios que son

oxidados en el TCA.

La incorporacién de aminoacidos es fundamental para la sintesis de proteinas, la fijacion de
carbono y el metabolismo oxidativo generando ATP, asi como la generacidn de otras moléculas como

el grupo hemo, las porfirinas y los nucleétidos, entre otros®l,

El sistema A de transporte de
aminodcidos co-transporta aminodcidos pequefos no esenciales, entre ellos la glutamina, acoplados
a Na*, mientras que el sistema L funciona como un intercambiador de aminoacidos no esenciales por
esenciales. Los principales transportadores del sistema A en placenta son SNAT1, SNAT2 y SNAT4
(SLC38A1, SLC38A2 y SLC38A4), teniendo SNAT1 y 2 una cinética muy similar mientras que SNAT4
posee menor afinidad por aminodcidos neutros y también interactia con aminoacidos catidnicos sin
co-transporte de Na* %2, Los principales transportadores del sistema L en placenta son el LAT1y LAT2
(SLC7A5 y SLC7A8) aunque también se han reportado otras isoformas!®®194, Entre los aminodacidos no
esenciales, la glutamina es un aminoacido muy relevante transportado por SNATs, que por
glutamindlisis en la mitocondria genera a-cetoglutarato que es otro intermediario del TCA (Fig. 8).
Ademas, es el principal sustrato para la formacién de glutation, que como se menciond
anteriormente, es reducido en la PPP generando el principal amortiguador de ROS. La expresion y la
actividad de los transportadores de ambos sistemas se encuentran fuertemente asociados al

crecimiento fetal tanto en humanos como en otros modelos animales%>1%,
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La B-oxidacién de acidos grasos (FAO) es otra de las principales fuentes de energia
proveyendo Acetil-CoA al TCA. Las cTb pueden incorporar acidos grasos libres de cadena larga
(LCFAs) provenientes de otras células liberados en forma no esterificada, o luego de que triglicéridos
sean clivados por lipasas in situ generando las formas no esterificadas'®”1%, Las cTb no sélo
incorporan LCFAs para obtener energia, sino que estos son también precursores para fosfolipidos de
membrana, pueden operar como sefializadores celulares activando receptores como PPAR-y y
también pueden ser almacenados en forma esterificada en gotas lipidicas citoplasmaticas. Ademas,
las cTb son también productoras de mediadores lipidicos como prostaglandinas, eicosanoides y

107,109-111 ' Exjsten distintos tipos de transportadores y proteinas de unién a LCFAs, de los

tromboxanos
cuales la placenta expresa principalmente la translocasa FAT/CD36 que facilita la incorporacién, las
proteinas transportadoras FATP1, 2, 4 y 6, y las proteinas citosdlicas de unién a acidos grasos FABP1,
3,4, 5y 7 que se unen a los LCFAs una vez que se encuentran dentro de la célula y colaboran
dirigiéndolas hacia diferentes destinos!!2. Las proteinas transportadoras FATPs pueden presentar

actividad acil-CoA sintetasa, activando directamente a los LCFAs en el ingreso a la célula al formar

rapidamente acil-CoAs!?3,
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Figura 8 | Vias metabdlicas principales. Se esquematizan las principales vias metabdlicas descritas en cTh: la
Glucdlisis, la via de las pentosas fosfato (PPP), el ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA), la B-oxidacion de
acidos grasos (FAOQ), la sintesis de &cidos grasos (FAS), la cadena de transporte de electrones (ETC) y la
fosforilacion oxidativa (FOSFOX). GAPDH: Gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa, HK-1: Hexoquinasa, LDH:
Lactato deshidrogenasa, PKM-2: Piruvato quinasa-2, PFK-1: Fosfofructoquinasa-1, SDH: Succinato
deshidrogenasa. Modificado de Aye et al. Am J Obstet Gynecol (2022)%°.
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Ademads de la obtencién de ATP directa de la via glucolitica, tanto la glucélisis, como el TCA,
como la FAO resultan en la formacién de intermediarios NADH y FADH; que donan sus electrones en

la cadena de transporte de electrones (ETC) para la obtencién de energia por FOSFOX.

Diversos trabajos muestran altos niveles de glucdlisis y de FOSFOX en cTb, e incluso los
niveles serian mayores en CTB comparado con STB. Mas aun, el CTB parece tener mayor plasticidad y
mantener mas constantes los niveles metabdlicos frente a variaciones en los niveles de nutrientes y

condiciones de estrés®?.

La FOSFOX mitocondrial es una de las principales fuentes de ROS celular. Si bien niveles
excesivos de ROS celular no son deseables ya que producen dafio celular generalizado,
concentraciones bajas y fisiolégicas de ROS son fundamentales como sefializadores celulares que son
responsables de diversos procesos en la placenta, como la expresién de citoquinas, la diferenciacion

celular y apoptosis, entre otros.

Los metabolitos intermediarios del TCA también funcionan como precursores biosintéticos,
cuando un exceso de citrato es exportado hacia el citosol, puede ser metabolizado a Acetil-CoA y
participar de la sintesis de acidos grasos (FAS). Por otro lado, funcionan también como sefializadores
celulares con roles asociados no solamente al metabolismo, por ejemplo en la acetilacion de
histonas, donde el Acetil-CoA es el sustrato limitante, siendo a su vez el lactato un inhibidor global de
las desacetilasas de histonas, mientras que las sirtuinas, utilizan NAD+ como cofactor®. Mas aun,
trabajos recientes muestran que metabolitos como el succinato pueden ser exportados fuera de la
célula y sefializar via receptores de membrana autdcrina/paracrinamente, y en diversos trabajos se lo

propone como una molécula de sefializacién proinflamatoria#115,

1.3.2. Transporte de nutrientes a través de la placenta

El STB es el epitelio de transporte que media el intercambio materno-fetal de gases,
nutrientes y productos de desecho. Funciona también como el principal productor de hormonas en la
placenta (estrégenos, progesterona, hCG, entre otros), integrando sefiales maternas y fetales para
balancear el suministro y la demanda fetal?’.

La capacidad de transporte de nutrientes de la madre al feto es regulada por diversos
factores: el suministro materno hasta los EIV (gradiente de concentracion y flujo Utero-placentario),

la superficie y el espesor de intercambio, la abundancia y distribucién de transportadores, el
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metabolismo de las propias células de la placenta, y otros factores y estimulos externos. Como se
menciond anteriormente, estos factores dependen en primer lugar de la extensiva remodelacion de
la vasculatura materna que habilite el flujo de sangre necesario hasta los EIV, y ademads un regulado y
coordinado metabolismo de las células de la placenta para un correcto intercambio®9%1,
Alteraciones en la modulacién de cualquiera de estos procesos, se encuentran asociadas a patologias
en la gestacion, como describiremos més adelante®*16,

Los nutrientes son incorporados desde los EIV por la membrana microvellosa (MMV) del STB.
Estos deben atravesar luego la membrana basal (MB), el CTBv y el endotelio de los capilares fetales
para alcanzar la circulacidon fetal (ver Fig. 3). La baja permeabilidad de las membranas celulares y la
escasa cantidad de canales paracelulares, resultan insuficientes para satisfacer las demandas fetales
de los distintos nutrientes, por lo que la abundancia de transportadores es clave para este

transporte, y se propone que la MB seria la limitante®>**’.

Ademas de los estudios en tejidos humanos ex vivo, diversos modelos han sido empleados
para el estudio del transporte transcelular de nutrientes, entre ellos la linea celular de
coriocarcinoma humano BeWo, debido a su capacidad de formar un sincicio y su distribucién

Bll7,118

asimétrica de transportadores, mas similar al ST Como se menciond anteriormente, la

gestacion en ratones posee muchas caracteristicas similares a la gestacién humana, lo que permite

emplearlo como un buen modelo in vivo3»1197121,

La compleja regulacién del metabolismo celular citotrofoblastico para poder cumplir sus
funciones y dar lugar a la regulacién del transporte a través de la placenta, en conjunto con la
creciente investigacion que postula nuevos roles para los metabolitos como sefializadores y
reguladores de vias no metabdlicas, pone nuevamente de manifiesto la importancia de profundizar

en el conocimiento de los mediadores que dirigen estos procesos, como describiremos mas adelante.

1.3.3. Inmunometabolismo en monocitos y macrofagos

El inmunometabolismo surgié como campo recientemente y ha tenido una amplia expansién
en los ultimos afios. Como se comentd anteriormente, el término inmunometabolismo resalta la
conexién estrecha entre procesos inmunoldgicos y metabdlicos que definen el destino celular de las
distintas poblaciones inmunes®.

Se han definido dos subcampos de esta disciplina: el inmunometabolismo a nivel tisular se

enfoca en como las células inmunes instruyen a un tejido y al metabolismo sistémico para sostener

las adaptaciones a desafios ambientales, mientras que el inmunometabolismo celular se focaliza en
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estudiar como la reprogramacién metabdlica sostiene los destinos celulares como la activacion,
proliferacién y diferenciacién hacia distintos perfiles®*!?2, De este modo, las modificaciones en las
vias metabdlicas se encuentran estrechamente acopladas a las funciones efectoras y especialmente a

la produccién de conjuntos especificos de citoquinasi®,

La reprogramacion metabdlica en los M@ estd siendo ampliamente estudiada, teniendo en
cuenta que es una poblacién con una altisima plasticidad funcional implicada en patologias
inflamatorias crdnicas, metabdlicas, cardiovasculares, cancer y, en especial nuestro interés, en
gestacion. Numerosos trabajos de los ultimos afios reportan su alta capacidad de reprogramacion
metabdlica segln el microentorno de inflamacién estéril, infeccién, cancer y obesidad, adquiriendo
distintos rearreglos en su metabolismo y diferentes estados de activacién, polarizandose a perfiles
M1/M283124-126 Muychos trabajos han descrito diversos mecanismos utilizando como modelo M@
murinos, y si bien los M@ humanos comparten numerosas vias, estos han sido menos estudiados y
algunas de ellas difieren entre ambos modelos, por lo que es un area que aun requiere extensa

investigacién?’.

A nivel general, los M@ clasicamente activados o M1 (activados con LPS o LPS+IFNy) se
caracterizan por tener una alta incorporacidon de glucosa, sostienen altos niveles de glucdlisis y
produccién de lactato, incluso en presencia de oxigeno como se menciond anteriormente (Fig. 9). El
silenciamiento de GLUT1, un transportador esencial de glucosa en los M@, resulta en una menor
produccién de citoquinas proinflamatorias. Poseen muy activa la via PPP que aporta precursores para
la sintesis de nucledtidos y aminoacidos, y una alta generacion de NADPH que es utilizado por la
enzima NADPH oxidasa para la produccidon de ROS asi como puede ser utilizado para producir
glutatién reducido contra-balanceando los efectos oxidativos de la produccion celular excesiva de
ROS!%128 En |os M@ activados con LPS se observa también un aumento en la expresidn de la enzima
PKM2 (que convierte fosfoenolpiruvato a piruvato + ATP) en su forma mondmero/dimero que puede
translocarse al nucleo e interactuar con HIF-1a, activando la transcripciéon de enzimas glucoliticas'®.
En estas células el TCA se encuentra interrumpido en dos pasos: presenta una disminucion en la
expresion de la enzima isocitrato deshidrogenasa 1 (IDH1) (que convierte citrato a a-cetoglutarato),
provocando la acumulacién de citrato con formacion de NO, el aumento de FAS y una acumulacién
de succinato!®%, E| aumento de ATP por glucdlisis y la disminuciéon de ATP por FOSFOX termina
resultando en una hiperpolarizacién de la membrana mitocondrial, que junto a la acumulacién de
succinato y la oxidacién a fumarato por succinato deshidrogenasa (SDH), resulta en un transporte de
electrones reverso en la ETC, que genera altos niveles de ROS y estabiliza HIF-1a!3!32, En conjunto, el

aumento en la expresiéon de HIF-1a, su estabilizacion, y su activacion via NF-kB, aumentan la
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transcripcion de la citoquina pro-IL-1B y su activacién?>33 (Figura 9). En paralelo, la induccién de la
enzima IRG1 (aconitato deshidrogenasa 1, ACOD1) deriva el citrato a itaconato, un metabolito con
efecto antimicrobiano y antiinflamatorio que ha tomado especial relevancia en los Ultimos afios!3?,
qgue inhibe a la enzima SDH (que es también el complejo Il de la ETC y convierte el succinato en
fumarato), y se propone que funcionaria como un feedback negativo disminuyendo la produccion
sostenida de IL-1B a tiempos mds largos, dado que otros inhibidores de la SDH han mostrado los
mismos efectos!®. Por otro lado, la expresién del ARNm de la citoquina proinflamatoria TNF-a no
seria dependiente de esta misma via, pero cuando la glucédlisis se encuentra activa, la enzima
gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa (GAPDH) es reclutada y no se une al ARNm de esta

citoquina, habilitando su traduccién.

Los M@ activados en perfil alternativo 6 con IL-4 (perfil M2) tienden a caracterizarse por un
TCA intacto y una obtencién de ATP y NADH mayoritariamente por FOSFOX, alimentada por FAO y
también por glucdlisis, dado que estos M@ incorporan més glucosa que M@ no activados, y la
inhibicién de la glucdlisis con el inhibidor de hexoquinasa 2-DG, inhibe la activacién y suprime tanto
los perfiles inflamatorios como la adquisiciéon de perfiles M21%128 (Figura 9). La disponibilidad de
acidos grasos para FAO depende de la expresién de CD36 en membrana plasmatica, asi como de
otros transportadores. Si bien la sobreexpresion del transportador FATP1 inhibe las respuestas
proinflamatorias, el bloqueo de la FAO no impide en todos los modelos la adquisicién de perfiles
antiinflamatorios, por lo que el rol esencial de esta via para la adquisicién de este perfil aun es

discutido®?®.

En humanos se han descrito mecanismos similares en general, pero aun existen
controversias sobre la expresion de arginasa-1 en Mo y M@, y sobre la produccién de ON in vitro, y si
bien en ambos modelos los perfiles M1 dependerian en bajos niveles de la FAO para alimentar la

ETC, los M@ humanos parecerian depender de este aporte alin menos que los murinos!?’135,
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Figura 9 | Vias metabdlicas en macréfagos M1y M2. A nivel general, los macréfagos activados en un perfil
inflamatorio M1 presentan una alta glucdlisis, PPP y un TCA interrumpido con alta produccién de succinato, IL-
1B, citrato e itaconato, mientras que los M2 activados en perfiles regulatorios poseen un TCA intacto con
mayor produccién de ATP por FOSFOX. Modificado de Van den Bossche et al. Trends Imm. (2017)*%2.

Como se ha mencionado anteriormente, la adquisicion de perfiles y los mecanismos y vias de
reprogramacion metabdlica son muy diversas. En muchos casos varian en ensayos in vitro segun los

136

estimulos empleados, incluso en Mo*®, y en su mayoria no se corresponde in vivo con una

clasificacién taxativa M1/M2 por lo que cada caso debe ser estudiado en particular®%128137,

Hasta el momento, el inmunometabolismo en la interfase materno-fetal es un campo
practicamente no explorado en el mantenimiento de la homeostasis durante la placentacién y en las
complicaciones de la gestacién asociadas a una respuesta inflamatoria exacerbada, aunque algunos
autores mencionan la relevancia de su estudio y se han centrado en un inmunometabolismo mas

tisular en contextos de obesidad'*#1%°



Introduccion | 42

1.4. Moléculas implicadas en la requlacion del metabolismo. Impacto en la placentacion y

complicaciones gestacionales

Las patologias placentarias son numerosas y pueden estar relacionadas con una compleja
diversidad de factores, desde factores de riesgo genéticos, desdrdenes y enfermedades maternas

preexistentes, hasta eventos de injuria externos!.

Como hemos mencionado en los apartados anteriores, la invasién insuficiente de EVT
durante el proceso de placentacidn, fallas en la decidua materna en estadios tempranos, asi como en
pasos decisivos de la diferenciacidn trofoblastica y en el didlogo entre cTb y leucocitos maternos
durante la remodelacién de los tejidos uterinos, conduce en Ultima instancia a placentas insuficientes
como las que se observan en embarazos con PE y restriccion del crecimiento fetal (RCF), que afectan
entre un 3%-10% y un 3-7% de los embarazos respectivamente. Una invasidon excesiva puede

provocar el desarrollo de patologias como la placenta accreta®'?72,

La PE se define clinicamente como la aparicidn de hipertensidn y proteinuria luego de las 20
semanas de gestacion en mujeres previamente normotensas. Puede definirse PE temprana o tardia,
dependiendo de si esto se observa antes o después de las 34 semanas. Se le ha dado especial
atencién a la PE temprana debido a la severidad de los casos. En este caso se observa, ademas, una
invasién trofobldstica incompleta y defectuosa de las arterias espiraladas maternas, cambios en el
flujo sanguineo, y RCF'2, La RCF se define como una falla del feto para alcanzar su potencial de
crecimiento, y se observa asociada a placentas con una superficie reducida, una invasién
trofobldstica deficiente, una alta tasa de apoptosis en el tejido y niveles elevados de ROS**4%143, Estas
complicaciones gestacionales se encuentran asociadas al aumento en el riesgo de complicaciones
perinatales y morbimortalidad materna, y predispone al feto a desarrollar diabetes y enfermedades

cardiovasculares en la adultez>*8, Sin embargo, la etiologia alin no estd esclarecida.

Tanto la PE como la RCF se encuentran asociadas a una excesiva produccién de citoquinas
proinflamatorias y una activacién aberrante o desregulada de leucocitos maternos, entre ellos los
M@, Esto puede derivar en una hipoperfusién de la placenta, una persistente respuesta a
moléculas vasoactivas, con el consecuente aumento del estrés oxidativo®. La cantidad de M@ y el
perfil adquirido esta directamente relacionado con la disminucién de la invasién trofoblastica
observada en PE y RCF. Como se mencioné anteriormente, perfiles proinflamatorios se encuentran
aumentados alrededor de las arterias espiraladas en estas patologias, mientras que la invasidn

trofoblastica se encuentra disminuida®.
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Una inflamacién descontrolada junto a una invasién y remodelacién deficiente, producen en
ultima instancia diversos ajustes en el tejido tendientes a compensar la hipoxia y la disminucién en la
superficie de intercambio entre la madre y el feto*”1*, Los reportes de la expresién y actividad de
transportadores de nutrientes asi como su utilizaciéon por los tejidos maternos y fetales varian

dependiendo de los modelos®.

Se ha propuesto una correlacion positiva entre la incorporacién uteroplacentaria de glucosa
y el consumo por la placenta®. Los reportes muestran que alteraciones en la incorporacién de
glucosa, su metabolizacién y el transporte a través de la placenta estarian asociados a RCF con

149-151 Se ha informado también

diferentes etiologias, aunque todavia hay resultados contradictorios
qgue en embarazos con PE se encuentran aumentadas algunas enzimas glucoliticas y disminuida la
enzima citrato sintasa, proveyendo menos intermediarios para el TCA'2. Hay mds consenso sobre la
actividad de los transportadores de aminodcidos, y distintos trabajos reportan su disminucién en

estas patologias!t®13,

El control de los procesos de apoptosis, diferenciacion, invasion y remodelacion de los tejidos
estan finamente regulados por factores maternos y fetales, entre ellos citoquinas, quimioquinas,
factores de crecimiento y hormonas. Entre ellos se encuentran factores como IL-6, LIF, la via de

insulina/IGF, entre otros 2.

Tanto la insulina como IGF1 han sido sefialados como las principales sefales extracelulares
que promueven el crecimiento fetal mediante el aumento del transporte de glucosa y aminoacidos
en las células trofobldsticas®®*1%>,

Entre los factores que integran estas sefiales y que regulan estos procesos, se destaca
particularmente el rol del sensor de nutrientes mTOR (mammalian target of rapamycin). mTOR es
una serina/treonina quinasa ubicua, y particularmente en la placenta sensa la disponibilidad de
nutrientes maternos respondiendo a los requerimientos fetales, regula el metabolismo, la relacidn
entre procesos anabdlicos y catabdlicos, la proliferacion y el crecimiento celular®!®®, mTOR se
encuentra presente en las células en dos complejos: mTORC1 asociado con la proteina raptor y
mTORC2 asociado con la proteina rictor. mTORC1 es regulado por una gran cantidad de sefales
metabdlicas, entre ellas hormonas y factores de crecimiento como insulina/IGF-1, y activa la via de
fosforilacién de S6K y 4EBP1, mientras que mTORC2 responde a la sefializacion de insulina/PI3K y
activa las vias de AKT, PKC, SGK1, regula el citoesqueleto de actina, la proliferacién y el ciclo
celular®*'™, La activaciéon de mTOR por estos factores bloquea la autofagia, regula la transcripcion de

factores asociados al crecimiento, y entre ellos regula los transportadores y la actividad del sistema A
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y L de transporte aminodcidos y la expresion del transportador de folato'*®1°, Diversos trabajos in
vitro en lineas celulares trofoblasticas muestran que mTOR también regula el transporte de glucosa y
la migracidn celular®®11, Los intermediarios de la glucdlisis o la relacién AMP/ATP pueden sefializar a
través de las vias de AMPK (AMP-activated protein kinase)/mTOR modulando la fosforilacion y la
transcripcion de factores dependiendo del estado energético de la célula®.

La actividad tanto de mTORC1 como de mTORC2 ha sido ampliamente estudiada en distintos
modelos tanto in vitro como in vivo, y si bien los resultados varian dependiendo del modelo utilizado
y las condiciones del embarazo, hay consenso en que su actividad se encuentra inhibida en

embarazos con RCF, mientras los niveles totales de proteina parecen encontrarse aumentados>616-

164

Los PPARs son receptores de la familia de receptores esteroides nucleares que regulan
diversas funciones como la diferenciacion celular, la homeostasis metabdlica, la respuesta
inflamatoria y la tolerancia inmunoldgica, y su desregulacién se propone asociada a PE y RCF71%7, | 3
activacion de los PPARs requiere de la heterodimerizacion con receptores de acido retinoico RXRs,
uniéndose luego a regiones promotoras en el ADN, y activando o reprimiendo la transcripcién?®®,
Existen 3 isoformas bien caracterizadas: PPAR-a, PPAR-B/6 y PPAR-y. Todas se encuentran en
placenta pero poseen expresion en distintos tipos celulares: mientras PPAR-a y PPAR-B/& se
expresan en CTBv y STB, PPAR-y se expresa también en EVT16%172,

PPAR-a es un regulador del metabolismo de &acidos grasos, PPAR-B/& esta involucrado en la
diferenciacién y polarizaciéon celular y acumulacién lipidica, mientras que PPAR-y juega un rol central
en la diferenciacion celular, adipogénesis, inflamacion, metabolismo glucolitico, sensibilizacién a la

173,174

insulina e incorporacién y acumulacidon de acidos grasos . PPAR-y puede ser activado por

diversos ligandos naturales como los acidos grasos poliinsaturados, incluyendo eicosanoides vy

lipoproteinas de baja densidad'’®

. Mientras PPAR-y parece cumplir un rol fundamental en la
diferenciacién de CTBv a STB, su rol en las EVT aln es controvertido, pero trabajos en ratones
reportan que la falta de PPAR-y lleva a letalidad embrionaria debido a defectos en la implantacidn, y

promoveria la migracién de EVT en otros modelos in vitro®17¢,

1.4.1. Péptido Intestinal Vasoactivo (VIP)

El péptido intestinal vasoactivo (VIP) es un péptido pleiotréopico de 28 aminodacidos
perteneciente a una familia de neuropéptidos estructuralmente relacionados y hormonas que
incluyen la secretina, el glucagdén y el polipéptido activador de la adenilato ciclasa de la pituitaria

(PACAP), entre otros, y fue inicialmente descrito como un neuropéptido’”17¢,
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VIP tiene diversas funciones en varios sistemas, entre ellas ha demostrado tener efecto

179,180

vasodilatador , regula la sincronizacion del ciclo circadiano en sistema nervioso central de

ratén'®182 sostiene la sobrevida neuronal®®3, estimula la diferenciacidn de células madre de médula

184 185

6sea'®, modula la remodelacidn de los huesos'®, regula el crecimiento tumoral®®, y tiene potentes
propiedades antiinflamatorias e inmunosupresoras®®’.

Se han descrito dos receptores de alta afinidad, VPAC1 y VPAC2, y uno de menor afinidad
PAC1. Estos receptores son compartidos con el péptido estrechamente relacionado PACAP, que se
une con mayor afinidad al PAC1. VIP induce sus efectos a través de VPAC1/2 acoplados a proteina G,
estimulando la actividad de la adenilciclasa y la activacion de PKA, y activando otras vias de
sefializacion cruzada o rio abajo que involucran PI3K, ERK, PKC, MAPK, JAK/STAT o inhibicién de NF-

k8188_197

En la interfase materno-fetal humana, VIP ha sido previamente detectado en decidua en

placentas a término!®

y tanto su mensajero como la proteina se expresan en STB y CTB de primer y
tercer trimestre”!®, asi como en la linea celular de coriocarcinoma humano JEG-3, en la que VIP
estimula la sintesis de P, y hCG, siendo este Ultimo a través de AMPc/elementos de respuesta a
AMPc (CRE)2% E| VIP se detecta en concentraciones de 2 a 15 pM en el suero de mujeres
embarazadas y en la sangre del corddn umbilical?®’. Se ha demostrado también que VIP contribuye a
la quiescencia uterina post-implantatoria por efecto relajante de musculo liso vascular sobre las
arterias uterinas?®?. Ademads, se ha reportado la expresidn de receptores VPAC en cerebelo de fetos
desde las 15 semanas de gestacidn, sugiriendo un efecto de VIP sobre el desarrollo del sistema
nervioso central®®,

En modelos murinos de neurodesarrollo embrionario, previamente se ha propuesto una
fuente materna de VIP en etapas tempranas de la gestacién hasta el dg122%42%, Ademas, los ratones
VIP-/- (VIP KO) presentan un ciclo estral alterado con periodos mas largos inter-gestacionales y la
mitad de la descendencia en comparacién con las hembras VIP+/+ (VIP WT)%®. En embriones de
raton, receptores VPAC se expresan en tejido nervioso central, y VIP promueve el desarrollo cerebral
y el crecimiento corporal; el tratamiento con antagonistas de VIP en ratonas prefadas produce fetos

205,207,208

de tamanio reducido con microcefalia y se ha observado en fetos de madres deficientes en

VIP un bajo peso corporal al nacer que se restituye luego de 5 dias post-nacimiento?®.

Trabajos previos de nuestro laboratorio mostraron que en placentas de primer trimestre VIP
se expresa en las columnas celulares asi como en células EVT, y estd involucrado en la invasiéon EVT y
la remodelacion de las arterias espiraladas maternas promoviendo un ambiente antiinflamatorio.
Ademas, en explantos de placentas de primer trimestre, VIP aumenta la expansién EVT a través de la

via de PKA219211 También hemos demostrado que VIP y receptores VPACs se expresan en la linea
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celular CTB humana de primer trimestre Swan 71212213, donde VIP induce su propia sintesis, a través
de la activacién de la via PKA-CREB-CRE?'4. Ademds, VIP induce la migracidn e invasién en estas
células y en la linea celular similar a EVT, HTR-8/SVneo?!4.

En modelos in vitro, el VIP desencadena la sefializacién de AMPc induciendo la expresién de
marcadores de decidualizacién y quimioquinas, mientras que células decidualizadas con VIP
favorecieron la implantacién de embriones?®>2%, Ademas, VIP contribuye con el reclutamiento de

122, lo que respalda su rol en la

células Treg, y controla la respuesta proinflamatoria inicia
implantacién.

En paralelo, desarrollamos un modelo de prefiez murina en un entorno materno normal con
cTb deficientes en VIP, donde observamos una disrupcién de la interfase materno-fetal, con una
funcién alterada de las cTb y menor expresion de MMP9 que resulta en la reduccidn de la capacidad

migratoria e invasiva, y una menor expresién de factores proangiogénicos y antiinflamatorios. Los

fetos presentaron menor peso fetal, y la inyeccién de VIP al dg6.5 restablecié el crecimiento2.

En los Ultimos afios se han reportado algunos trabajos que muestran una relacién entre VIP y
mTOR en sistema nervioso central?’’218, VIP ha sido asociado a metabolismo en diversos trabajos y
modelos, tanto a nivel sistémico como a nivel celular, regulando la ingesta alimentaria, el peso y la
incorporacion de lipidos en el intestino?!%?2°, aumentando la utilizacién y oxidacidn de glucosa en la
corteza cingulada anterior??!, regulando el metabolismo de glucégeno y &acido araquiddnico en
astrocitos??, e induciendo la glucogendlisis y estimulando la lipdlisis y liberacién de acidos grasos en

hepatocitos de rata??*2%,
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HIPOTESIS

Proponemos que en la interfase materno-fetal el VIP autdcrino/pardcrino participa en la
regulacion del metabolismo de las células citotrofobldsticas de primer trimestre favoreciendo el
transporte de nutrientes y la activacion de vias metabdlicas que gatillan funciones clave para la
implantacion y placentacion. A su vez proponemos que el ‘didlogo’ de células citotrofobldsticas con
monocitos y macrofagos maternos induce vias metabdlicas asociadas a la adquisicion de perfiles

antiinflamatorios, los cuales son necesarios para las funciones de la placenta y el desarrollo fetal.

OBIJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de esta Tesis es investigar el rol del Péptido Intestinal Vasoactivo (VIP) en
el metabolismo de las células citotrofoblasticas y la regulacién del transporte de nutrientes en la
placenta. Mediante modelos in vitro con lineas celulares citotrofoblasticas humanas, disefios ex vivo
con sitios de implantacién murinos y disefios in vivo en modelos murinos de gestacion deficientes en
VIP se espera aportar al conocimiento de los mecanismos por los cuales VIP modularia el
metabolismo, el transporte de nutrientes y su implicancia en la gestacién.

Teniendo en cuenta la interaccién inmune-trofoblastica en la interfase y la relevancia de los
mecanismos de regulacion metabdlica en el mantenimiento de la homeostasis en el Utero gestante,
proponemos investigar la reprogramacion metabdlica en monocitos y macréfagos en la interaccion
con células citotrofoblasticas, y lo mismo en células citotrofoblasticas, con especial foco en el efecto

de factores y metabolitos liberados por éstas.

Obijetivo especifico 1:

Determinar el rol de VIP como factor modulador del transporte y metabolismo de glucosa,
aminoacidos y acidos grasos en células citotrofoblasticas de primer trimestre (Swan 71 y BeWo),
evaluando:

- La incorporacién y metabolismo de los diversos nutrientes en células cTb estimuladas con distintas
concentraciones de VIP (1-100 nM)

- La expresién de transportadores especificos de glucosa (GLUTs), aminodcidos neutros acoplados a
Na+ (SNATSs) y acidos grasos libres (FATPs) en células cTb estimuladas con VIP

- Las vias metabdlicas activas en cTb y como se modulan en respuesta a VIP

- El rol de VIP endégeno en células deficientes en la expresién del péptido por silenciamiento con

siRNA y evaluando los pardmetros anteriores
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- Las vias de sefializacién involucradas en el efecto modulador de VIP asi como el rol de factores
como mTOR y PPAR-y con funcién reportada en la regulacion del metabolismo celular trofoblastico.

- El efecto de VIP sobre el transporte transcelular de glucosa a través de una monocapa de Tb.

Obijetivo especifico 2:

Analizar la participacion de VIP en la regulacién del metabolismo de la placenta y transporte de
nutrientes hacia el feto utilizando un modelo murino in vivo de gestacion deficiente en VIP a dia de
gestacion 17.5 y evaluando:

-El transporte de nutrientes en explantos wild type incubados ex vivo con antagonista de receptores
VPAC (50-100 nM)

- EL transporte in vivo de glucosa a través de la placenta y el impacto en el peso fetal

-La expresién de transportadores y factores involucrados en la regulacion del metabolismo de la
placenta y transporte de nutrientes

-Los efectos de la restauracion de los niveles de VIP en la interfase materno-fetal mediante inyeccion
al dgb.5 sobre la expresion de factores involucrados en metabolismo de placenta y transporte de

nutrientes

Obijetivo especifico 3:

Evaluar la reprogramacién metabdlica de monocitos y macréfagos en su interaccién con células
trofoblasticas utilizando monocitos derivados de sangre periférica de voluntarios sanos y células
citotrofobldsticas humanas de primer trimestre (Swan 71 y HTR-8), explorando:

-Las vias metabdlicas que se activan en monocitos/macrofagos frente a factores solubles, incluidos
eventuales metabolitos liberados por células citotrofoblasticas

-La reprogramacién metabdlica frente a estimulos inflamatorios como LPS E. coli en presencia de
medio condicionado de células trofoblastias

-El perfil fenotipico asociado a esos cambios metabdlicos inducidos por la interaccidon con células
citotrofobldsticas

-Las vias metabdlicas que se activan en células citotrofoblasticas frente a diversos factores
producidos por monocitos/macréfagos polarizados en distintos perfiles, en especial metabolitos

liberados por éstos, y como impacta ese metabolismo en la interaccién con dichas células.



3.
MATERIALES Y
METODOS



Materiales y métodos | 51

3.1 Lineas celulares

Se utilizaron tres lineas celulares trofoblasticas humanas:

- Swan 71, derivada de citotrofoblasto humano de 7 semanas e inmortalizada por
transformacion mediada por telomerasa (cedida por el Dr. Gil Mor, Mott Center for Human Growth
and Development, EEUU)**. Esta linea celular presenta un fenotipo similar al trofoblasto
extravelloso, dado que expresa y secreta citoquinas y factores de crecimiento, incluyendo IL-1pB, IL-6,
IL-8 y VEGF, es resistente a la apoptosis mediada por el ligando Fas pero no a la mediada por el TNF-
a, invade el matrigel y exhibe un bajo nivel de fusién espontdnea??.

- HTR-8/SVneo (HTR-8), derivadas de células de vellosidades coridnicas humanas de primer
trimestre transfectadas con un plasmido que contiene el gen del antigeno T grande del virus del
simio 40 (SV40 Tag) (cedida por el Dr. Gil Mor, Mott Center for Human Growth and Development,
EEUU)??.

- BeWo, derivan de coriocarcinoma humano por seleccion clonal (cedida por el Dr. Gil Mor, Mott

Center for Human Growth and Development, EEUU)?%,

3.1.1. Mantenimiento, repique y criopreservacion

Las células 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, California, EEUU)
conteniendo HEPES 25mM vy glutamina 2.5mM, y suplementado con 10% suero fetal bovino (SFB)
(Internegocios, Mercedes, Buenos Aires) inactivado por calor y solucién de penicilina 100 ug/ml -
estreptomicina 100 U/ml (PS) (Life Technologies, California, EEUU). Las tres lineas se cultivaron en
DMEM-F12 10% SFB en botellas T25 y fueron chequeadas regularmente mediante PCR para
confirmar que se encontraran libres de micoplasma (primers: F: 5 GGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT
3’, R: 5" TGCACCATCTGTCACTCTGTTAACCTC 3’). Para realizar los repiques, las lineas se trataron con 1
ml de TrypLE 6 Tripsina 0.25% EDTA (Life Technologies, California, EEUU) por 5 min a 37°C y una vez
cosechadas se recuperé un 10% de las mismas para ser cultivadas en medio fresco. Para la
criopreservacion de las células, el pellet obtenido por tratamiento con TrypLE/Tripsina se
resuspendié en 1 ml de medio de congelacién (10% DMSO en SFB), se traspasd a un criotubo y se
enfrio gradualmente desde -20°C hasta N, liquido. Para el descongelamiento se retiraron los
criotubos de N; liquido, se centrifugaron y las células se resuspendieron en 4 ml de DMEM-F12 10%

SFB.
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3.1.2. Sembrado y tratamientos

Células Swan 71, BeWo 6 HTR-8 fueron cultivadas en DMEM-F12 10% SFB hasta adherencia 6
por hasta 24hs dependiendo del ensayo. Luego el medio fue reemplazado por DMEM-F12 6 RPMI-
1640 (Life Technologies, California, EEUU) segun el ensayo, suplementados con PS y 2% SFB, y se
afiadieron los distintos estimulos.

VIP exdgeno (Bachem, Bubendorf, Suiza) se afiadié en concentracién 1-100nM por 20min-
24hs y LIF (MilliporeSigma, Massachusetts, EEUU) 50ng/ml por 20min. En los ensayos donde se
inhibieron vias de sefializacion, se afiadié 10 UM H89 (inhibidor de PKA), 5 nM estaurosporina (STP,
inhibidor de PKC), 50 uM PD98059 (inhibidor de MEK), 10 uM Ly294502 (inhibidor de PI3K) (Sigma-
Aldrich, San Luis, Misuri, EEUU), o 100 nM de rapamicina (inhibidor de mTOR) (Cayman Chemical,
Michigan, EEUU). Para la inhibicién de p90 RSK, se utilizd el inhibidor BI-D1870 10 uM (Santa Cruz
Biotechnology, Texas, EEUU). La glucélisis fue inhibida con 2-deoxiglucosa 10 mM (2-DG), y la
fosforilacién oxidativa con Rotenona 100nM (Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri, EEUU). El medio
condicionado de M@ M1 (MC-M1) y el acido itacdnico 7.5 mM a pH 7.4 (Sigma-Aldrich, San Luis,
Misuri, EEUU) fueron afiadidos por 4-18hs.

3.1.3. Medios condicionados

Células Swan 71 6 HTR-8 (4 x 10*/pocillo) fueron cultivadas en 500 ul de DMEM-F12 10% SFB
por 24hs. A continuacién, el medio fue reemplazado por DMEM-F12 6 RPMI-1640 (Life Technologies,
California, EEUU) 2% SFB por 18 h. Los sobrenadantes fueron recolectados, centrifugados para

eliminar restos celulares, y conservados a -20°C hasta su utilizacién.

3.2. Animales y modelos murinos

3.2.1 Cepas

Se emplearon ratones wild type (WT) C57BL/6, VIP +/- con background C57BL/6 (VIP HT) y VIP-/-
con background C57BL/6 (VIP KO), cedidos por el Dr. James Waschek de la Universidad de California
en Los Angeles (UCLA). Para la obtencion de ratones VIP-/- por recombinaciéon homodloga se generé
un constructo recombinante conteniendo la porcion 6.2-kb Pst I/Sph | 5'-del gen de VIP, un casette
de resistencia a neomicina (pPGK neo bpA) orientado inversamente, el fragmento 2.6-kb Sph I/EcoRI
3’ del gen de VIP, y un cassette plC19R/MC-1-TK de la timidina quinasa del herpesvirus. Este
constructo fue introducido en células madre embrionarias. Clones homdlogos recombinantes fueron
identificados e inyectados en blastocistos C57BL/6, y que fueron finalmente implantados en hembras
pseudo prefiadas. Los ratones obtenidos fueron apareados con hembras C57BL/6 y fueron

retrocruzados durante al menos doce generaciones®®,
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3.2.2. Mantenimiento y ensayos

Los ratones fueron criados y mantenidos en un ciclo de 12:12 h luz:oscuridad en las
instalaciones de Bioterio Central de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de
Buenos Aires (FCEyN, UBA). Se proporcioné alimento y agua ad libitum. Hembras WT o VIP HT se
aparearon con machos WT, VIP KO o VIP HT. Las cruzas WTXWT, WTxKO o HTxHT se refieren a la
cruza hembra x macho a lo largo de esta Tesis. Se utilizaron hembras de 3 a 6 meses de edad, debido
a las dificultades de las hembras VIP HT para quedar prefadas, a pesar de la presencia de tapén
vaginal. Las edades de las hembras se emparejaron para eliminar las diferencias entre los grupos. Las
hembras se revisaron cada 24 h y fueron separadas una vez que se detectd el tapdn vaginal. El dia del
tapdn vaginal se consideré como dg 0.5. Las hembras prefadas fueron sacrificadas por dislocacion
cervical en dgl14.5 o dgl17.5. En los ensayos donde se realizé la inyeccion de VIP, las hembras fueron
tratadas al dg6.5 con inyeccion de PBS o VIP intraperitoneal (2nmol/mouse) (Bachem, Bubendorf,
Suiza). Se utilizaron hembras prefiadas sanas y se excluyeron los animales que presentaban signos de
enfermedades infecciosas o de otro tipo que alteraran su comportamiento social o apariencia fisica,
asi como inapetencia, postura encorvada, lesiones en la piel, mucosas y estructuras anexiales
observadas por un técnico experto en el Bioterio. 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.

3.2.3. Pesos fetales y aislamiento de placentas

Después de sacrificar a las hembras prefiadas en el dg14.5 0 17.5, se evalué macroscépicamente
el estado de los sitios. Se extrajeron los Uteros completos, luego se diseccionaron los fetos del tejido
uterino y se separaron las placentas. Los fetos y las placentas se pesaron individualmente y luego se

procesaron como se describe luego para cada ensayo.

3.2.4. Genotipificacion

Después de obtener los fetos y las placentas de cruzas HTxHT, se extirpd una porcion minima de
la cola de cada feto, se colocd en un buffer de extraccion de ADN alcalino (25 mM NaOH, 0,2 mM
Na,-EDTA 2H,0) y se calentd durante 75 min a 95°C para el genotipado individual. La reaccién se
detuvo afiadiendo 75 ul de buffer de neutralizacion (Tris-HCI 40 mM). Las muestras de ADN se
analizaron mediante PCR de triple primer como se describié anteriormente (omVIPFS-: TTA CCT GAT
TCG TTT GCC AAT GAG TGA C; omVIPF4+: TTT CAA GGT GTG GGG CTA GAG ACA TAC A; ONEO 10-:
GGC CCG GAG ATG AGG AAG AGG AGA ACA G)*&,
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3.3. Monocitos de sangre periférica humana

Se obtuvieron muestras de sangre (buffy coats, concentrados de leucocitos y plaquetas
generados por centrifugacion de las bolsas de sangre entera) de voluntarias sanas en edad fértil de la
Fundacion Hemocentro Buenos Aires. En todos los casos, las muestras fueron obtenidas siguiendo las
guias y regulaciones internacionales con consentimiento informado. Todo el estudio contd con la

aprobacion del Comité de Etica de SAIC y del Hemocentro Buenos Aires.

3.3.1 Obtencion de PBMCs a partir de buffy coats de sangre periférica

Se aislaron las células mononucleares totales (PBMCs, del inglés Peripheral Blood
Mononuclear Cells) utilizando un gradiente de Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare, lllinois, EEUU). Para
esto, la sangre fue diluida al medio con solucidn fisiolégica estéril y se centrifugd a 210g durante 15
min para descartar el plasma rico en plaquetas. Se recompuso el volumen inicial de la muestra con
solucion fisioldgica estéril y se sembro sobre un colchdn de Ficoll-Paque PLUS 1,077 g/cm3 formando
un sistema bifasico. Se centrifugé a 483g por 30 minutos a 25°C y se recuperé el halo
correspondiente a los PBMCs en la interfase. Las células se lavaron dos veces con solucidn fisioldgica
estéril (483g durante 10 min a 25°C) y se resuspendieron en RPMI 1640 suplementado con 10% SFB
para realizar el recuento celular con solucion de Turk. En todos los casos, el grado de contaminacion

con células polimorfonucleares fue menor al 5%.

3.3.2. Aislamiento de monocitos a partir de PBMCs

Los PBMCs se lavaron y resuspendieron a razén de 50 x 108 células/ml en 2 ml de solucién de
Tyrode libre de calcio y magnesio suplementada con EDTA 0,2% y se incubaron a 37°C por 45
minutos. Durante la incubacion, la osmolaridad del medio fue gradualmente incrementada desde
290 a 360 osmol/litro por adicién de cloruro de sodio. Se sembraron en frio y cuidadosamente con
pipeta Pasteur dos fracciones de Percoll (GE Healthcare, lllinois, EEUU) preformadas: 50% al fondo,
seguida de 40%. Luego, la solucion de PBMCs fue sembrada en la parte superior y se centrifugd a
620g por 50 min a 4°C. Se recuperé la fraccién de monocitos cuidadosamente con pipeta Pasteury se
lavaron con solucién fisioldgica estéril dos veces a 210g durante 10 min para eliminar los restos de
Percoll. La pureza fue analizada por citometria de flujo y se utilizaron las muestras luego de confirmar
un grado de contaminacion de linfocitos del 20% como maximo. Las células viables fueron

cuantificadas con tincién con solucién de Turk, y utilizadas en los distintos ensayos.
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3.3.3. Sembrado, tratamientos y diferenciacion de monocitos a macréfagos para ensayos de
metabolismo y evaluacion de perfiles funcionales

Los Mo obtenidos luego de la purificacidon por colchdn de Ficoll y gradiente de Percoll (Fig. 10)
fueron estimulados con LPS 100ng/ml (Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri, EEUU) por 20min en RPMI-
1640 2% SFB suplementado con PS, MC-Th, 6 MC-Tb+LPS 100ng/ml ¢ adheridos en placa de 48
pocillos (4 x 10°/pocillo) en RPMI-1640 sin suero por 40-60min y luego estimulados por 18hs con los
mismos estimulos para realizar los ensayos de metabolismo que se describen mas adelante.

Para obtener M@ MO, los Mo luego de la adherencia fueron estimulados con M-CSF 50 ng/ml
(Miltenyi Biotec, Alemania) durante 5 dias en RPMI-1640 suplementado con PS y 10% SFB (Fig. 10).
Las células fueron despegadas con EDTA 2mM suplementado con 2% SFB en frio y estimuladas por 20
min/18hs y luego despegadas, para realizar los ensayos de metabolismo 6 la evaluacion de los
perfiles funcionales por citometria. Los sobrenadantes fueron recolectados, centrifugados para
eliminar restos celulares, y conservados a -20°C hasta su utilizacién para la determinacién de IL-18 y
IL-10 por ELISA. Una alicuota de los sobrenadantes de macréfagos fue utilizada para la medicion de la

produccién de lactato luego de la incubacién con los diferentes estimulos por 18hs.
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Figura 10 | Esquema de purificacion y diferenciaciéon de monocitos humanos de sangre periférica.

3.3.4. Diferenciacion y obtencién de medios condicionados de macréfagos M1

Para obtener M@ de perfil M1, Los Mo (4 x 10°/pocillo) fueron adheridos en placas de 48
pocillos e incubados 5 dias en RPMI-1640 10% SFB + GM-CSF 50 ng/ml (Miltenyi Biotec, Alemania), y
luego se cambid el medio por medio nuevo RPMI-1640 10% SFB con 50 ng/ml de GM-CSF + LPS 100
ng/ml (Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri, EEUU) por 2 dias mas. Para obtener el medio condicionado de
M@ M1 (MC-M1), luego de los 7 dias de diferenciacion, los M@ M1 fueron lavados exhaustivamente
con PBS estéril, y se reemplazé el medio por RPMI-1640 2% SFB por 18hs. Los sobrenadantes fueron

recolectados, centrifugados para eliminar restos celulares, y conservados a -20°C hasta su utilizacién.
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3.4. Silenciamiento de VIP

Para evaluar la relevancia de VIP enddgeno en las células trofobldsticas, se realizd un
silenciamiento de la expresidn del péptido por transfeccidon con un siRNA de VIP o un siRNA sin gen
target como control (scrbl) (Santa Cruz Biotechnology, Texas, EEUU). Células Swan 71 o BeWo (4 x
10*/pocillo) fueron cultivadas en placas de poliestireno de 24 pocillos en 500 ul de DMEM-F12 10%
SFB. Al alcanzar 80% de confluencia, se retiré6 el medio y se incubaron en Opti-MEM®, medio
comercial con bajo suero empleado para transfecciones, (Life Technologies, California, EEUU) por 3
hs. Los complejos 50—100 nM siRNA VIP:Lipofectamine RNAimax (Life Technologies, California, EEUU)
se realizaron en Opti-MEM® y se incubaron durante los 15 min previos a ser afladidos sobre el cultivo
celular en forma de goteo. Luego de 24 hs se adicionaron 500 pl de DMEM-F12 10% SFB durante 24
hs y a continuacion el mismo fue cambiado por medio 2 % SFB por otras 24 hs. Para corroborar la
disminucién de la expresidon de VIP enddgeno luego de las transfecciones, se obtuvieron proteinas
totales de las células silenciadas y su control scrbl y se realizaron ensayos de western blotting (Fig.
11) -metodologia detallada mas adelante- o se confirmd la disminucién por citometria de flujo como

en Paparini et al (2019)*°.

VIP

<
a 1.5
1]
;=
T 1.0- VIP ”
[e) *
s -T-
& 0.51 B-Actina m
9 :
g
< 0.0 , '
i % g

& é$\

Figura 11 | Disminucion de la expresion de VIP enddgeno luego de la transfeccion con siRNA en linea celular
Swan 71. Células Swan 71 fueron cultivadas y tratadas como se describe en el cuerpo del texto. En el panel
izquierdo se observa la expresidn proteica de VIP (n=3). Los resultados se expresan como Media + E.E. Pruebat
de Student, *p<0.05. En el panel derecho se observan las lineas correspondientes a VIP y B-Actina. Las
transferencias se realizaron en las mismas condiciones experimentales.

3.5. Ensayos metabdlicos in vitro

3.5.1. Incorporacion de glucosa
Para estudiar el transporte de glucosa por células trofoblasticas humanas, se realizaron

ensayos de incorporacion de 2-Deoxy-2-[(7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol-4-yl)Jamino]-D-glucose (2-
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NBDG, Molecular Probes, Oregdn, EEUU), analogo fluorescente de la glucosa que emite a 542 nm

cuando es excitado a 467 nm.

Células Swan 71 o BeWo (3 x 10%/pocillo) fueron cultivadas en placas de 24 pocillos en 500 ul
de DMEM-F12 10% SFB hasta subconfluencia. Para los ensayos de caracterizacion de la
incorporacioén, las células se lavaron con PBS frio y se incubaron 5 min en medio DMEM-F12 sin
glucosa. Se utilizé el analogo 2-NBDG 100 uM, afiadido durante 2-90min é 10min con glucosa fria
0.5-5mM a 37°C, 5% de CO, en oscuridad.

Para los ensayos de estimulaciones rapidas, las células se incubaron en medio DMEM-F12 sin
glucosa con los estimulos durante 10 minutos antes de afiadir la sonda fluorescente 2-NBDG durante
otros 10 min. Para los ensayos con inhibidores de las vias de sefializacién, éstos se afadieron durante
20 min antes de los estimulos. Para los ensayos con estimulaciones largas, las células fueron
incubadas en DMEM-F12 2% SFB 6 RPMI-1640 2% SFB con los estimulos por 4-24hs dependiendo del
ensayo y el estimulo. En estos casos o para las células silenciadas para VIP, éstas se incubaron en
medio DMEM-F12 sin glucosa durante 5 min y se afadié 2-NBDG 100 uM durante 10 min a 37°C, 5%
CO,. Las células se lavaron con PBS frio dos veces, se despegaron con TrypLE/Tripsina y se
resuspendieron en SFB 2% en PBS a 4°C para analisis por citometria de flujo. Todos los ensayos se
llevaron a cabo en paralelo con 1 mM del inhibidor del transporte de glucosa Floretin (Sigma-Aldrich,
San Luis, Misuri, EEUU). La incorporacién especifica de glucosa se calculé restando la incorporacién

en presencia de Floretin de la incorporacién total.

Para la evaluacion de la incorporacién de glucosa en Mo/M@ purificados y estimulados por
20min, las células fueron inicialmente incubadas con anticuerpo anti-CD14 PE (Becton Dickinson, San
José, CA, EEUU) durante 20 min a temperatura ambiente (Tamb). Luego fueron lavadas con PBS e
incubadas por 3 min en RPMI-1640 sin glucosa y se aifadié 2-NBDG por 10 min. Se lavaron con PBS
frio dos veces y se analizaron por citometria de flujo. Para las células estimuladas por 18hs, luego de
la adherencia y estimulacién por 18hs se levantaron con EDTA 2mM en PBS suplementado con 2%
SFB, se incubaron con anticuerpo anti-CD14 durante 20 min a Tamb y se realizé el ensayo de
incorporacién al igual que para estimulos de 20min. Los ensayos fueron repetidos en ausencia de

incubacién con anti-CD14 seleccionando la poblacidon por morfologia.

Los datos se adquirieron en un citémetro® FACS Aria Il 6 Accuri 6C Plus (Becton Dickinson,

San José, CA, EEUU) y se analizaron con el software FlowJo (http://www.flowjo.com/).

Para la microscopia de fluorescencia, las células Swan 71 o BeWo fueron cultivadas en

presencia/ausencia de 50nM VIP (Bachem, Bubendorf, Suiza) en iguales condiciones, luego se
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incubaron con 2-NBDG 100 uM durante 3 min en DMEM-F12 sin glucosa, y se tomaron fotografias

inmediatamente (Olympus, Tokio, Japdn).

3.5.2. Medicion de lactato

Células Swan 71 (4 x 10%/pocillo) fueron cultivadas en placas de 24 pocillos en 500 pl de DMEM-
F12 10% SFB hasta subconfluencia. Se reemplazé el medio por DMEM-F12 2% SFB con/sin los
estimulos por 24 6 48hs. Para la medicién en M@, luego de la diferenciacién de M@ MO M-CSF, estos
fueron incubados por 18h con los estimulos. Para cuantificar la produccién de L-lactato se utilizo el
Accutrend Plus System segln manual (Roche Diagnostics) como en Kay et al 2007 y Cascone et al
2018%%30 E| equipo consta de un lector que mide sobre tiras reactivas especificas, el cambio
colorimétrico a 657 nm de un reactivo cromoénico tras la oxidacién catalizada de L-lactato por L-
lactato deshidrogenasa. La enzima y reactivos se encuentran en las tiras donde se deposita una gota
del medio que contiene al metabolito. Para la produccién de L-lactato por los M@ incubados con MC-
Tb, se cuantificd en paralelo el L-lactato del MC-Tb solo y éste fue restado al total cuantificado en el

pocillo.

3.5.3. Transporte transcelular de glucosa

Células trofoblésticas humanas BeWo (5 x 10%) fueron resuspendidas en 400 pl DMEM-F12
10% SFB, sembradas sobre transwells de poliestireno (PET) de 6,5 mm de didmetro y poro de 0,4 um
colocado en una placa de 24 pocillos e incubadas en medio humidificado a 37°C con 5% CO.. La
formacién de la monocapa se puede monitorear debido a que dadas las propiedades dpticas de los
transwells de PET estos permiten la visualizacidn de las células. Al alcanzar 100% de confluencia, se
retiré el medio de cultivo de los compartimentos superior (reservorio donor) e inferior (reservorio
aceptor) y se realizdé un lavado con SF en ambos reservorios. Se afiadieron 400 pl de DMEM-F12 0,5
% BSA sin glucosa y sin SFB en ambos compartimentos y se incubd por 15 min en medio humidificado
a 37°C con 5% CO; en presencia/ausencia de VIP 50 nM. Se retird el medio, se colocé el transwell en
un nuevo well conteniendo 400 pl de DMEM-F12 0,5 % BSA sin glucosa y se afiadieron 400 pl de
DMEM-F12 conteniendo 5mM de glucosa en el reservorio donor, en ausencia/presencia de estimulo
VIP 50 nM (to). Se retiraron alicuotas de 20 ul del reservorio aceptor a los 15, 30, 60 y 90 min y se los
conservé en una placa de 96 wells en hielo hasta finalizar los 90 min para realizar el ensayo de
deteccion de glucosa. El ensayo fue repetido en presencia de Floretin 1 mM. La deteccién de la
concentracién de glucosa fue realizada mediante el ensayo estdndar de hexoquinasa-glucosa-6
fosfato (Wiener Lab, Rosario, Argentina) adaptado a pequefios volimenes de muestra. Se realizé una
curva de calibracién con un standard de concentracién conocida (1g/dl) y como blanco se utilizaron

20 pl de DMEM-F12 sin glucosa. Se afiadieron 200 ul de reactivo a cada pocillo, se incubd por 5 min a
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37°Cy se midid absorbancia a 505 nm en un lector de placas (BioRad, California, EEUU). Los valores
de concentracién de glucosa se obtuvieron por interpolacién en la curva standard. El transporte
transcelular mediado por transportadores se calculd como la diferencia entre el transporte de

glucosa en ausencia y presencia de Floretin.

3.5.4. Incorporacion de aminodcidos neutros acoplados a sodio por sistema A

Se llevd a cabo un ensayo de incorporacién de *C-MeAIB ([14 C]-acidometilaminoisobutirico)
para evaluar la actividad del Sistema A. Células Swan 71 o BeWo (8 x 10%/pocillo) fueron cultivadas
en placas de 12 pocillos en 500 pl de DMEM-F12 10% SFB hasta subconfluencia. Se agregaron los
estimulos durante 20 min en DMEM-F12 2% SFB, luego las células se lavaron con buffer Tyrode
con/sin Na* (suplementado con colina, para la incorporacion no especifica) (EMEVE, Buenos Aires,
Argentina). Se afiadié 0,3 uCi *C-MeAIB (PerkinElmer, Massachusetts, EEUU) en el buffer Tyrode
correspondiente durante 8 min en cdmara humidificada con 5 % de CO, a 37 °C, luego se realizé un
lavado con buffer Tyrode frio sin Na* y se afiadié 1 ml de agua destilada durante 1 hora a
temperatura ambiente para lisar las células. Se mezcld el agua destilada conteniendo el *C-MeAIB
con 3 ml de liquido de centelleo liquido (optiPhase HiSafe, Perkin Elmer, Massachusetts, EEUU) y se
cuantificd en un contador de centelleo (Beckman LS 6500, Fullerton, CA, EEUU). Usando estandares
de C-MeAlIB, la incorporacién se calculé como picomoles de *C-MeAIB por miligramo de proteina
por minuto, relativizando cada tratamiento al contenido de proteina medido por Micro BCA Protein
Assay Kit (ThermoFisher Scientific, Massachusetts, EEUU). La actividad del sistema A se determiné

restando la absorcién en buffer Tyrode libre de Na* a la absorcién en el buffer conteniendo Na*.

3.5.5. Incorporacion de dcidos grasos de cadena larga

Células Swan 71 (3 x 10%*/pocillo) fueron cultivadas en placas de 24 pocillos en 500 pl de
DMEM-F12 10% SFB hasta subconfluencia. Se utilizd la sonda fluorescente BODIPY-FL C1> (Molecular
Probes-Life Technologies, California, EEUU) previamente conjugada con BSA libre de acidos grasos
0.1% en RPMI-1640 sin suero!”’. Para la caracterizacion, la sonda fue incubada en distintas
concentraciones (2.5-10uM) y por distintos tiempos (5-20min). Para evaluar la incorporacidn frente a
distintos estimulos, se afiadieron los estimulos en DMEM-F12 6 RPMI-1640 2% SFB dependiendo del
ensayo por distintos tiempos, luego se afiadié la sonda fluorescente 5 UM por 10min, y las células
fueron lavadas con BSA 0.2% en PBS y resuspendidas en SFB 2% en PBS a 4°C para analisis por
citometria de flujo. Para la determinacién de la incorporacién en Mo/M@, estos fueron obtenidos y
estimulados como se describié para los ensayos de incorporacion de glucosa, se afiadié BODIPY-FL
Ci12 5 UM previamente conjugada con BSA libre de acidos grasos 0.1% en RPMI-1640 sin suero por

S5min, se realizaron los lavados y se resuspendieron en SFB 2% en PBS a 4°C para analisis por
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citometria de flujo. Los datos se adquirieron en un citometro® FACS Aria Il 6 Accuri 6C Plus (Becton

Dickinson, San José, CA, EEUU) y se analizaron con el software FlowJo (http://www.flowjo.com/).

3.5.6. Acumulacion de gotas lipidicas neutras citoplasmadticas

Células Swan 71 (3 x 10%/pocillo) fueron cultivadas en placas de 24 pocillos en 500 pl de
DMEM-F12 10% SFB hasta subconfluencia y Mo/M@ (4 x 10%/pocillo) fueron adheridos/diferenciados
como se describid previamente. Se afiadieron los estimulos en DMEM-F12 2% SFB 6 RPMI-1640 2%
SFB dependiendo del ensayo y el estimulo, y luego fueron incubados con la sonda fluorescente
BODIPY 493/503 (Molecular Probes-Life Technologies, California, EEUU) en PBS por 15 mina 37° Cy
5% CO,. Las células se lavaron brevemente con PBS frio dos veces, fueron despegadas con
TrypLE/Tripsina y resuspendidas en SFB al 2% en PBS para analisis por citometria de flujo. Los datos
se adquirieron en un citdmetro® FACS Aria Il 6 Accuri 6C Plus (Becton Dickinson, San José, CA, EEUU)

y se analizaron con el software FlowJo (http://www.flowjo.com/).

3.5.7. Determinacion de funcion mitocondrial

Células Swan 71 (3 x 10%*/pocillo) fueron cultivadas en placas de 24 pocillos en 500 pl de DMEM-
F12 10% SFB hasta subconfluencia. Se afiadieron los estimulos por distintos tiempos, luego las células
fueron lavadas e incubadas por 30min a 37°C y 5% CO, con 250nM MitoSpy Green (BiolLegend Inc,
California, EEUU) y 250 nM Mitotracker CMXRos (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EEUU) en
DMEM-F12 sin suero para cuantificar la masa mitocondrial y el potencial de membrana mitocondrial
respectivamente. Las sondas fueron convenientemente diluidas y pre-incubadas a 37°C antes de ser
afiadidas a los cultivos. Se lavaron las células con PBS, se despegaron con TrypLE/Tripsina y se
resuspendieron en SFB 2% en PBS para andlisis por citometria de flujo. Se calculd el ratio Mitotracker
CMXRos/MitoSpy Green para comparar la funcionalidad mitocondrial entre tratamientos como en

Kafer et al 2023?31,

3.5.8. Incorporacion de glucosa y aminodcidos del sistema A en explantos murinos ex vivo

Los experimentos ex vivo se llevaron a cabo en ratones wild type. Después de la extraccién de la
placenta, cada placenta VIP+/+ se lavd exhaustivamente, se dividié en cuatro explantos similares y se
pesd. Cada explanto se colocé en un pocillo de una placa de 24 pocillos con medio DMEM-F12 2%
SFB a 37°C. Para la incorporacidon de glucosa, los explantos de dg14.5 se trataron o no con 50/100 nM
de antagonista del receptor VPAC1/VPAC2 (H-9935, hibrido de neurotensina 6-11-VIP7-28, Bachem,
Bubendorf, Suiza) durante 1 h en camara humidificada con 5% CO2 a 37°C. Se afiadié 2-NBDG 200
MM durante 10 min en DMEM sin glucosa, luego se lavaron, se incubaron en buffer RIPA frio y se

homogeneizaron. La fluorescencia en sobrenadantes de tejido se midié en un lector de microplacas
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FLUOstar Optima (BMG Labtech, Alemania). Paralelamente, los explantos de placenta se incubaron
con 2-NBDG en presencia de 1mM de Floretin. La incorporacién especifica de 2-NBDG se determind
restando la fluorescencia medida en explantos incubados en presencia de Floretin. El contenido de 2-
NBDG se estimdé mediante interpolacién de curva estdndar y se relativizé a mg de proteina. Para la
evaluacién de la incorporacién de aminoécidos con *C-MeAlB, se analizaron explantos de placentas
en gd17.5 por su crecimiento fetal exponencial. Los explantos se incubaron en DMEM-F12 2% SFB a
37 °C, luego se trataron o no con antagonista de VIP 100 nM durante 1 h en cdmara humidificada con
5% CO, a 37°C. Los explantos se lavaron con buffer Tyrode con/sin Na* (suplementado con colina,
para el control de la incorporacién no especifica). Se afiadié 0,3 uCi de *C-MeAIB en el buffer
correspondiente durante 30 min en camara humidificada con 5% CO, a 37 °C. Los explantos se
lavaron con buffer Tyrode frio sin Na* y se afiadié 1 mL de agua destilada a temperatura ambiente
durante la noche. Se mezcld el agua destilada que contenia *C-MeAIB con liquido de centelleo
(optiPhase HiSafe, Perkin Elmer, Massachusetts, EE. UU.) y se cuantificd en un contador de centelleo
(Beckman LS 6500, Fullerton, CA, EEUU). Utilizando estdndares de *C-MeAIB, la incorporacién se
calculé como pmoles de *C-MeAIB por mg de placenta. La actividad del sistema A se determind

restando la absorcién en el buffer Tyrode libre de Na* de la absorcién en el buffer conteniendo Na*.

3.6. Transporte in vivo de glucosa en modelos murinos

Ratones hembras prefiadas fueron inyectadas por via intraperitoneal en el dia dgl7.5 con un
bolo de 100ul de 2-desoxi-2-[(7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol-4-il)Jamino]-D-glucosa (2-NBDG) 3 mM
(Molecular Probes, Oregdn, EE. UU.) en solucidn salina y se les retiré la comida. Después de 90 min,
los ratones prefiados se anestesiaron con ketamina:xilazina (1:0,25) y se sacrificaron. Se empleé este
tiempo de inyeccidn en base a trabajos anteriores y a ensayos previos que mostraron que a que a
tiempos mds cortos la fluorescencia es detectada en el plasma pero indetectable dentro del tejido
placentario/fetal.

Se obtuvieron placentas/fetos como se describid previamente, se colocaron en 0,5 o 1 ml de
buffer RIPA frio respectivamente y se homogeneizaron con Ultra Turrax (IKA, Alemania). Los
homogeneizados se centrifugaron a 12500g a 4°C durante 15 min y se usaron 200 pl de cada
sobrenadante para la cuantificacion de la fluorescencia en el lector de microplacas FLUOstar Optima
(BMG Labtech, Alemania). La cantidad de 2-NBDG en muestras de tejido se estimé por interpolacion
en una curva estandar de sonda. Dado que los fetos VIP+/- de cruzas WTxKO tienen un peso reducido
en gd14.5/17.5 pero el peso de la placenta no varia, los valores de 2-NBDG medidos en nmol en el

feto se normalizaron al peso de la placenta para los calculos de incorporacién placentaria total y
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transporte transplacentario. La incorporacion placentaria total se definid6 como la suma de la
fluorescencia de 2-NBDG medida en la placenta y el feto normalizado al peso de la placenta (nmol de
2-NBDG en placenta + nmol de 2-NBDG en feto)/g de placenta), mientras que la fluorescencia
determinada en la placenta sola representa la cantidad de 2-NBDG que fue incorporada por la
placenta pero no fue transportada hacia el feto (nmol 2-NBDG placenta/g placenta). El transporte
transplacentario se calculé como la fluorescencia determinada en el feto normalizado al peso de la
placenta (nmol 2-NBDG feto/g placenta). La incorporacidon de glucosa fetal neta se calculd como

nmol de 2-NBDG feto/g de feto (Fig. 12).

INCORPORACION TOTAL DE
GLUCOSA POR LA PLACENTA

( Placenta + Feto )
g plac

PLACENTARIO

( Placenta )
g plac TRANSPLACENTARIO
( Feto )
g plac

Figura 12 | Esquema de los calculos realizados para el analisis del transporte in vivo de glucosa.

3.7. Andlisis de dcidos carboxilicos mediante un abordaje semidirigido de metabolomica

En el marco de una colaboracion con el laboratorio de Espectrometria de Masas Bioanalitica
del CIBION, se desarrollé un método analitico por UPLC-ESI-QTOF-MS que permite la determinacion
simultdnea de acido citrico, acido lactico, acido piruvico, acido succinico y acido itacénico en el
sistema in vitro de células trofoblasticas y en la interaccion con monocitos/macrofagos. Para separar
y detectar los metabolitos, se desarrollé un método de cromatografia en fase reversa utilizando una
columna C18 HSS T3 y un gradiente de 16 minutos. Las fases méviles consistieron en (A) una solucién
acuosa 0,1 % (v/v) de acido férmico en 95% acetonitrilo / 5 % agua y (B) una solucién acuosa 0,1 %
(v/v) de acido férmico. La temperatura de la columna fue de 30°C y las muestras se mantuvieron a
5°C durante el analisis. Los pardmetros del espectrometro de masas fueron optimizados para
maximizar la relacion sefial/ruido y los datos se adquirieron en modo de ionizacién negativo.
Empleando soluciones de estandares de los acidos de interés, se evalué la respuesta de cada analito

en funcién de la concentraciéon, se determiné el rango lineal, el limite de deteccion y el limite de
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cuantificacion, para optimizar las condiciones de preparacion de muestra. Se desarrollé un método
de preparacion de muestras a partir de la experiencia del grupo de investigacion de Espectrometria
de Masas Bioanalitica del CIBION?32233, La metodologia de la preparaciéon de las muestras de cTb
involucra la siembra de 3 x 10° células Swan 71 en placas p60, el quenching del metabolismo celulary
la lisis con N, liquido, la cosecha del endometaboloma con metanol (Fisher Scientific, Nuevo
Hampshire, EEUU), la separacidn de proteinas por centrifugacién, la posterior liofilizacién del
sobrenadante y reconstitucidn de los residuos secos en una solucién de composicidn igual a la inicial
de la fase movil utilizada en el analisis cromatografico. Para la construccidon de las curvas de
calibracién se realizaron diluciones seriadas a partir de una solucién madre para cada uno de los 5
acidos orgdnicos y de las sustancias propuestas como candidatos a estandares internos. Se evalud el
efecto del proceso de liofilizacién a partir de la comparacién de las sensibilidades de calibracién. Se
realizaron curvas de calibracién con liofilizacién en matriz para evaluar su efecto y se analizaron
diferentes tipos de muestras de control de calidad para evaluar la variabilidad experimental e

instrumental.

3.8. Seahorse: Ensayo de estrés glucolitico.

1.5 x 10° Mo obtenidos como se describié previamente fueron sembrados en placas
especificas XFp cell culture microplates (Agilent, California, EEUU) previamente tratadas con PEI
(MilliporeSigma, Massachusetts, EEUU). Se incubaron por 5 dias en RPMI-1640 10% SFB
suplementado con M-CSF 50ng/ml, luego se lavaron y se incubaron con los estimulos en RPMI-1640
2% SFB por 18hs. A continuacién se realizd el ensayo de estrés glucolitico mediante la contratacién
del STAN “Seahorse” dirigido por la Dra. Morelli en Instituto Leloir. El ensayo de estrés glucolitico
mide la tasa de acidificacién extracelular (ECAR) como indicador de la actividad glucolitica.
Brevemente, para la medicion de ECAR, el medio se descartd y los M@ fueron incubados en DMEM
XF base (MilliporeSigma, Massachusetts, EEUU) suplementado con 2mM de glutamina, 5.5 mM de
glucosa y 1 mM de piruvato, pH 7.4. Las placas se mantuvieron a 37°C durante 45 minutos y se
colocaron en el analizador de flujo extracelular Seahorse XFp. (Agilent, California, EEUU). La ECAR se
determiné al comienzo del ensayo y después de la adicion secuencial de D-glucosa 10 mM,

oligomicina 1 uMy 2-DG 100 mM.
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3.9. Viabilidad celular por calceina

Células Swan 71 (3 x 10%/pocillo) fueron sembradas en placas de 24 pocillos en DMEM-F12
10% SFB hasta subconfluencia. Luego el medio se reemplazé por DMEM-F12 2% SFB, RPMI-1640 10%
SFB 6 RPMI-1640 2% SFB por 24hs. Para evaluar la viabilidad, se incubaron por 20min a Tamb en una
solucion de calceina 0.01uM (BioLegend Inc, California, EEUU) en PBS, se despegaron y se
resuspendieron en el medio correspondiente a 37°C por 10min, y luego se adquirieron los datos por

citometria de flujo.

3.10. Ensayo de migracion

Para evaluar la capacidad de migracién de células trofoblasticas, se realizaron ensayos de
cierre de herida en monocapa. Células Swan 71 (4 x 10%/pocillo) fueron sembradas en placas de 24
pocillos en DMEM-F12 10% SFB hasta 100% confluencia, y se realizé una herida con un tip estéril
sobre la monocapa, la cual fue fotografiada para determinar el tamafio de la herida a tiempo 0. Se
reemplazé el medio por DMEM-F12 6 RPMI-1640 2% SFB sin/con los estimulos por 16hs, y se
tomaron fotografias nuevamente. Para fotografiar la misma area en cada tiempo, se trazaron lineas
rectas horizontales debajo de las placas atravesando cada pocillo y las heridas se realizaron
perpendicularmente a éstas, de modo de poder ubicar un Unico campo fotografico en todos los
tiempos. Las fotografias fueron adquiridas con objetivo 10X y analizadas con el software Imagel®
(NIH, Maryland, EEUU). Se calculé el porcentaje de cierre de herida respecto al tiempo 0 como

previamente?!4,

3.11. Andlisis de expresion de ARNm

Células Swan 71 o BeWo (4 x 10%/pocillo) fueron sembradas en placas de 24 pocillos en
DMEM-F12 10% SFB hasta subconfluencia. Se afiadieron los estimulos por distintos tiempos en
DMEM-F12 2% SFB. Se descarté el medio y las células fueron cosechadas y conservadas en TRI
REAGENT (Molecular Research Center Inc, EEUU) a -20°C hasta realizar la extraccidon de ARN. En el
caso de las células transfectadas con siRNA de VIP, se cosecharon las células finalizadas las 72 h de
cultivo?®. Los Mo (4 x 10%/pocillo) fueron adheridos como se describié previamente e incubados con
los estimulos en RPMI-1640 2% SFB por 18hs y luego cosechados y conservados en TRl REAGENT.

Para el andlisis de expresion de ARNm de placentas y fetos, los tejidos se obtuvieron como se indicé
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previamente, se retird la decidua de las placentas, se colocaron en TRI REAGENT y procesaron con

Ultra Turrax (IKA, Alemania).

3.11.1. Extraccion de ARN

El ARN fue aislado mediante TRI REAGENT siguiendo las recomendaciones del comerciante.
Brevemente, se afiadié 1/5 de volumen de cloroformo y se centrifugd a 12000g por 15min a 4°C.
Luego se recuperd la fase acuosa, en la cual se encuentra el ARN soluble. Se afiadié isopropanol en
relacién 1:1, se incubd 8 min a temperatura ambiente y se centrifugd a 12000g por 10min a 4°C,
qguedando el ARN en el pellet. Se descarté el sobrenadante y el pellet fue lavado con 500 pl de etanol
75% por centrifugacién a 7500g por 5min a 4°C. Se descartd el sobrenadante y luego de evaporado el
etanol, el ARN fue resuspendido en H,04. El ARN fue incubado 10 min a 60°C para desestabilizar su
estructura secundaria y luego fue cuantificado a 260 nm en NanoDrop 2000 (ThermoFisher Scientific,
Massachusetts, EEUU). Cuando no se realizd la retrotranscripcion inmediatamente después, el ARN

fue conservado a -80°C hasta su utilizacion.

3.11.2. Obtencion de ADNc y ensayos de RT-qPCR

Para la retrotranscripciéon de ARN a ADNc, 1 ug de ARN total fue tratado con DNasa | (Sigma-
Aldrich, San Luis, Misuri, EEUU) para evitar una posible contaminacion con ADN durante la
extraccién. Para esto se incubaron las muestras con 1 pl de DNasa y 1 pl de buffer 10X por 15 min a
temperatura ambiente, se afiadié 1 pl de EDTA para detener la reaccion enzimatica y se incubaron 10
min a 65°C. La retrotranscripcién fue realizada con kit de transcriptasa reversa MMLYV, inhibidor de
RNasa y oligodT (Promega Corporation, Madison, WI, EEUU) en una termocicladora MJ Research PTC-
200 (MJ Research Inc, Massachusetts, EEUU) utilizando un programa de 60 min a 42°C. El ADNc se
conservd a -20°C. Para la amplificacién de los genes de interés mediante RT-PCR en tiempo real, 100
ng de ADNc fueron incubados con FastStart SYBR Green Master (Roche-Sigma, San Luis, Misuri,
EEUU) y 0.25 uM de los primers correspondientes sentido y antisentido (Tabla 1; MacroGen, Sedl,
Corea del Sur; Fagos Ruralex, Buenos Aires, Argentina; Biodynamics, Argentina) en una
termocicladora Bio-Rad iQ2 para RT-gPCR (Bio-Rad, California, EEUU). Se utilizaron programas de 2 o
3 pasos dependiendo del gen: 10min a 95°C, (10seg 95°C, 40seg X°C)x40; o 10min a 95°C, (20seg
95°C, 20seg X°C, 20seg 72°C)x40. Las temperaturas de annealing (T.) se indican en la Tabla 1. Los
datos fueron analizados con el método 22T § 22T normalizando a la expresién de los genes

constitutivos gapdh, ywhaz, 82 microglobulina o s29, dependiendo el caso.
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Tabla 1 | Primers empleados en RT-gPCR.

Gen Sentido (5’-3’) Antisentido (5’-3’) T.(°C)
82 microglobulin human AAGCAGCATCATGGAGGTTTG GAGCTACCTGTGGAGCAACC 58
fatpl human CCGGAATTGACTGTGACCACTT CACGCAGTGCAGGGTTCA 60
fatp2 human CACAGGTCTTCCAAAAGCAGC AGTCCGCAAGGCAAGAGTAG 60
fatp4 human GAACCGCAATGAGTTCGTGG TGGACCTCACAGATGGCTGA 60
gapdh human/mouse ATCACCATCTTCCAGGAGCGA GGTTCACACCCATGACGAAC 60
glutl human ATGGCGGGTTGTGCCATA ATAGGACATCCAGGGTAGCTGCTCC 58
glut3 human CGAGACCCAGAGATGCTGTAATG TGGAAAGAGCCGATTGTAGC 59
il-18 human GTCATTCGCTCCCACATTCT ACTTCTTGCCCCCTTTGAAT 60
irgl human TGCTGCTTTTGTGAACGGTG ACTTTGGACTCCTTGGCAGG 60
mctl human GCCACCACTTTTAGGTCGG TGATGCCCATGCCAATGAAG 60
mct4 human CCTCGTGGTCTTCTGCATCT TACATGTAGACGTGGGTCGC 60
mtor human TTTAGCGGTCATGTCAATGG GTCATAGCAACCTCAAAGCA 60
ppar-y human GGTTGACACAGAGATGCCATTC TGGAGTAGAAATGCTGGAGAAGTC 62
snatl human AGCCACCTCTCTACAGAACAC GTAACTATCACCACCAGAACGC 60
snat2 human CCGCAGCCGTAGAAGAATGA GCCAGACGGACAATGAGAAGAA 61
tnf-a human GCCTCTTCTCCTTCCTGATCG CAGCTTGAGGGTTTGCTACA 60
ywhaz human CCTGCATGAAGTCTGTAACTGAG TTGAGACGACCCTCCAAGATG 60
s29 mouse GGAGTCACCCACGGAAGTTCGG GGAAGCACTGGCGGCACATG 62
fabp4 mouse TTCCTTCAAACTGGGCGTGG CGCCTTTCATAACACATTCCACCA 60
fatcd36 mouse TGGCCAAGCTATTGCGACAT ACACAGCGTAGATAGACCTGC 60
glutl mouse GATCCCAGCAGCAAGAAGGTG GCGGTGGTTCCATGTTTGATTG 61
igfll mouse CGCTTCAGTTTGTCTGTTCGG AGCAGCACTCTTCCACGATG 60
leptinR mouse ATCGTTCTGCAAATCCAGGTGT ATCGGTTGTGTTCGGTGGTC 60
mtor mouse GCATTCCGACCGTCCGCCTTCAC CGCCGCAGTCCGTTCCTTCTCC 64
snat2 mouse TGTGGGCAGTGGAATCCTTGG TCGTTGGCAGTCTTGAGGAGG 62
stra6 mouse GCTTTGGGATCGTGCTCTCT TGAAGATTGGCCCTGTGTGT 60

3.12. Obtencion de proteinas y western blotting

Células Swan 71 o BeWo (2.5 x 10°/pocillo) fueron sembradas en placas de 6 pocillos en

DMEM-F12 10% SFB hasta subconfluencia. Para evaluar la expresion de proteinas en células tratadas

con VIP, se afiadié VIP 50/100nM en DMEM-F12 2% SFB por 6hs y las células se recolectaron con

buffer RIPA suplementado con cdctel de inhibidores de proteasas para la extraccién y cuantificacién

de proteinas. Para los ensayos de fosforilacién de mTOR y S6, VIP 50 nM se afiadié durante 20 min en

DMEM-F12 2% o 0% SFB. Se afiadié rapamicina 100 nM o BI-D1870 10 uM 20min antes de los

estimulos. Las células se cosecharon con buffer RIPA suplementado con un céctel de inhibidores de

proteasas y 1 mM ortovanadato de sodio para la inhibicién de fosfatasas. La extracciéon de proteinas

se realizd con ciclos de congelado y descongelado y centrifugacion a 13000g durante 15 minutos,

obteniendo el sobrenadante. Para células transfectadas con siRNA de VIP, una vez finalizada la

transfeccion, las células fueron lavadas con PBS, lisadas con 100 ul de buffer de lisis y siembra (Tris-
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HCI 200 mM, pH 6.8; SDS 8%; azul de bromofenol 0.4% p/v; glicerol 40%; B-mercaptoetanol 400 mM)
y calentadas por 4 min a 100°C. Luego se centrifugaron a 17000g por 15 min. La cuantificacién de
proteinas del extracto se realizd utilizando kit microBCA. Se mezclaron 30 o 50 ug de extracto de
proteina con Laemmli Sample Buffer 2X (BioRad, California, EEUU) que contenia 0,05% de pB-
mercaptoetanol. Las muestras de proteinas fueron sembradas en cada calle y en cada gel fue incluido
un marcador de peso molecular pre-coloreado (ThermoFisher Scientific, Massachusetts, EEUU). Las
muestras se sometieron a electroforesis SDS-PAGE (SDS-PAGE Running Buffer: Tris 125 mM, glicina
975 mM, SDS al 0,25 %, pH 8,3) utilizando geles de poliacrilamida de diferentes tamafios de poros
(%T) en gel separador segun las proteinas a separar. Las concentraciones en el gel concentrador (T
4%) fueron: acrilamida 39 g/l; bisacrilamida 1 g/I; SDS 1 g/l en Tris-HCl 125 mM, pH 6,8. Como
catalizador de la polimerizacion se empled N,N,N’,N’-tetrametilendiamina (TEMED = 0,770,02 g/1) 0,3
ml/l y persulfato de amonio 0,37 g/I como iniciador. Las concentraciones en el gel separador fueron:
SDS 1 g/I; TEMED 0,3 ml/I; persulfato de amonio 0,37 g/l en Tris-HCI 375 mM; las concentraciones de
acrilamida y bisacrilamida variaron segun el %T requerido; pH 8,8). Las proteinas fueron
electrotransferidas a una membrana de nitrocelulosa (NC) durante 1:15 h (buffer de transferencia:
Tris 25 mM, glicina 195 mM, SDS al 0,05 %, pH 8,3 y metanol al 20 % (v/v)). La electroforesis fue
desarrollada a corriente constante de 20 mA durante el proceso de isotacoforesis en el gel
concentrador y de 25 mA durante el desarrollo electroforético en el gel separador?'*. Las NC fueron
bloqueadas por 1 h de incubacién en solucién buffer Tris (25 mM Tris, 137 mM NaCl, 3 mM KCI, pH
7.4) que contenia 0,1% Tween 20 y 0,5% leche descremada en polvo. Luego, las NC se incubaron
durante la noche a 4°C con anticuerpos monoclonales anti p-mTOR humano (Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, TX, EEUU), anti GLUT1 humano (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, EEUU),
anti p-S6 humano (Cell Signaling, Massachusetts, EEUU), anti B-actina humano (Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, TX, EEUU), anti a-tubulina humana (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas,
EEUU) o anti GAPDH humano (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, EEUU). Después de lavar con
TBS-0.1% Tween 20, las NC fueron incubadas con anticuerpo HRP (horseradish peroxidase-
conjugated antibody) anti-ratéon o anti-conejo (ThermoFisher Scientific, Massachusetts, EEUU)
durante 1 h a Tamb. Se lavaron, y se detectaron las sefiales de anticuerpos especificos utilizando
Chemiluminescence system ECL Plus kit y analizador de imagenes luminiscentes Analyzer Amersham
Imager 600 (GE Healthcare, Illinois, EEUU). Para el stripping, las NC se incubaron durante 15 min a
temperatura ambiente en Restore Western Blot Stripping Buffer (ThermoFisher Scientific,
Massachusetts, EEUU). Después del lavado, las NC se bloquearon nuevamente y el protocolo se llevd
a cabo como se ha descrito anteriormente. Las imdgenes se analizaron utilizando el software

Imagel®.
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3.13. ELISA

La concentracion de las citoquinas IL-1B e IL-10 fue evaluada en los sobrenadantes de M@
mediante ensayos de ELISA tipo sandwich utilizando kits comerciales (Becton Dickinson, San José, CA,
US), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Brevemente, los anticuerpos de captura
especificos disueltos en Na,CO3 fueron incubados en la placa de 96 pocillos de mitad de area para
ELISA por 18h a 4°C. Se lavé la placa cinco veces con solucidn de lavado (Tween-20 0,05% en PBS) y
se bloqued con SFB 10% en PBS por 1h a Tamb y en agitacidn. Se retird la solucion de bloqueo, se
sembraron las muestras y se incub6 2h a Tamb y agitacion para IL-1 B y durante la noche a 4°C para
IL-10. Se lavé cinco veces con solucion de lavado y se afiadid el anticuerpo conjugado con biotina
especifico para cada citoquina en conjunto con la estreptoavidina conjugada a peroxidasa (SAv-HRP).
Luego de una hora, se lavd 7 veces con solucidn de lavado y se afiadid el sustrato cromogénico
Tetrametilbencidina TMB Ultra (ThermoFisher Scientific, Massachusetts, EEUU). Dentro de los 30
minutos siguientes se frend la reaccidon con solucidon de stop (H2SO. 2N) y la densidad éptica fue
medida a 450nm con correccién de 570nm en un lector de ELISA. Los controles negativos incluyeron
pocillos con todos los reactivos reemplazando las muestras por solucién de bloqueo (blanco). Se
realizd una curva estdndar de calibracion en paralelo a las muestras en todos los casos, y la
concentracién de citoquina se obtuvo por interpolacién en la curva standard. Cuando fue necesario,

las muestras se diluyeron hasta entrar en la zona lineal.

3.14. Andlisis de expresion de proteinas por citometria de flujo

Células Swan 71 o BeWo (4 x 10%/pocillo) fueron sembradas en placas de 24 pocillos en
DMEM-F12 10% SFB hasta subconfluencia. A continuacidn, las células fueron estimuladas con VIP
50nM o rapamicina 100 nM por 6h 6 24hs respectivamente en DMEM-F12 2% FBS. Para la deteccién
de VIP, la secrecién proteica fue inhibida con StopGolgi por 4hs (Becton Dickinson, California, EEUU).
Para la deteccidon en células silenciadas para VIP, esta se realiz6 como se describié previamente. Las
células fueron despegadas, fijadas y permeabilizadas con kit Cytofix/CytopermTM plus segun
instrucciones del fabricante (Becton Dickinson, California, EEUU). Las células fueron lavadas e
incubadas por 1h a Tamb 6 durante la noche a 4°C dependiendo el anticuerpo, con anticuerpos
monoclonales de ratén anti SNAT1 (Abcam, Cambridge, RU), de ratén anti SNAT2 (Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, Texas, EEUU), de conejo anti VIP (Abcam, Cambridge, RU), de ratén anti GLUT3
(Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, EEUU), de ratén anti mTOR (Cell Signaling, Massachusetts,

EEUU). Se realizaron dos lavados y se incubaron por 40min a Tamb con anticuerpo secundario anti
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raton-Alexa 488 o anti conejo-Alexa 647 (ThermoFisher Scientific, Massachusetts, EEUU). Se
realizaron dos lavados y las células se resuspendieron en SFB 2% en PBS a 4°C para analisis por
citometria de flujo. Para la marcacién de CD14, CD86 y TNF-a en M@, las células se diferenciaron
como se describid previamente, se afiadieron los estimulos por 18hs, se realizd6 un lavado y se
incubaron en PBS 2% SFB durante 40min a Tamb con anticuerpos monoclonales anti-CD14 APC
(Becton Dickinson, San José, CA, EEUU), anti-CD86 PE (Becton Dickinson, San José, CA, EEUU), anti-
TNF-a PE (Invitrogen/ThermoFisher Scientific, Massachusetts, EEUU). Las células fueron lavadas y
resuspendidas en SFB 2% en PBS a 4°C para analisis por citometria de flujo. Los datos se adquirieron
en un citdmetro® FACS Aria Il 6 Accuri 6C Plus (Becton Dickinson, San José, CA, EEUU) y se analizaron

con el software FlowlJo (http://www.flowjo.com/).

3.15. ROS totales

Células Swan (4 x 10%/pocillo) fueron sembradas en placas de 24 pocillos en DMEM-F12 10% SFB
hasta subconfluencia. SLuego las células fueron estimuladas con VIP 50nM por 24hs en DMEM-F12
2% SFB. Finalizada la estimulacion, se afiadié 10uM de la sonda diclorofluoresceina diacetato (DCFH-
DA, Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri, EEUU) por 30min. Las células fueron lavadas con PBS, despegadas

y resuspendidas en SFB 2% en PBS a 4°C para analisis por citometria de flujo.

3.16. Andlisis estadistico

Cuando se utilizaron pruebas paramétricas, se utilizaron los test de t de Student o ANOVA
de uno o dos factores, para muestras apareadas o no, con comparaciones multiples de Dunnett o de
Tukey. De ser necesario, se utilizé correccidon de Welch o se modelaron las varianzas y se emplearon
comparaciones multiples de LSD Fisher. Para pruebas no paramétricas se utilizaron las pruebas de
Mann Whitney, Wilcoxon, Kruskal Wallis o Friedman con comparaciones de Dunn’s. Se utilizé un
nivel de significancia menor del 5% para rechazar la hipétesis nula. Todos los datos fueron
analizados utilizando los softwares GraphPad Prism 6 (GraphPad, San Diego, CA, USA) e Infostat
(UNC, Cdrdoba, Argentina).
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4.1.1. VIP induce la rdpida incorporacion de glucosa y la expresion de los transportadores

GLUT1 y GLUT3 en lineas celulares citotrofobldsticas

Teniendo en cuenta la alta tasa metabdlica reportada de las células CTB, que los procesos de
migracion, invasion y remodelacion de vasos requieren de un activo metabolismo, y basandonos en
que VIP modula diversas funciones en células trofoblasticas de primer trimestre, nos propusimos
estudiar en primer lugar el efecto de VIP en el transporte de glucosa, principal sustrato energético
para la placenta. Para esto, realizamos un ensayo que mide la incorporaciéon de glucosa en células
individuales basado en la incubacién con un analogo fluorescente de la D-glucosa, el 2-Deoxy-2-[(7-
nitro-2,1,3-benzoxadiazol-4-yl)amino]-D-glucose (2-NBDG), seguido de su deteccidn por citometria
de flujo. En primer lugar, realizamos la caracterizacion del transporte de 2-NBDG y describimos su
cinética de incorporacion (Fig. 13). Para esto, incubamos células CTB Swan 71 con 2-NBDG durante
distintos tiempos y observamos un aumento del porcentaje de células positivas (Fig. 13A), asi como
de la intensidad de fluorescencia media (IFM) en funcién del tiempo (Fig. 13B). Este ensayo fue
realizado en ausencia/presencia de Floretin, un inhibidor del transporte, lo que nos permitio calcular
la incorporacion especifica como la diferencia entre la incorporacion total observada y la no
especifica. La Figura 13B muestra la IFM en funcidn del tiempo para la incorporacién especifica. En
ambos casos se observaron niveles de saturacion esperables para los sustratos que se incorporan
mediante transportadores debido al equilibrio entre la incorporacién y la metabolizaciéon de la
sonda. Esto nos permitié definir un tiempo de entre 5 y 10 min de incubacién, con alto porcentaje
de células positivas y en una zona lineal de la IFM, para realizar los siguientes ensayos en presencia
de los estimulos. La Figura 13C muestra la IFM en funcion de concentraciones crecientes de glucosa,
qgue confirma el ajuste a la cinética de Michaelis-Menten para transporte por difusidn facilitada, y
nos permitié calcular la constante de afinidad (Km) en nuestro modelo, que resulté del orden de 1
mM.

A continuacién, investigamos el efecto de VIP en la incorporacidon de glucosa. Como se
muestra en la Figura 13D, VIP indujo de manera dependiente de la concentracion un aumento
significativo de la incorporacion de glucosa en células citotrofoblasticas de primer trimestre.

Teniendo en cuenta que las concentraciones efectivas de VIP tienen un rango entre 10 y 100
nM, analizamos el efecto de 50nM de VIP 6 50 ng/ml del factor inhibidor de la leucemia (LIF), una
citoquina de la familia gp130 implicada en el proceso de placentacidon que induce la incorporacién
de glucosa en musculo esquelético de ratén?3. La Figura 13E muestra que VIP a tiempos cortos de
incubacién aumento la incorporacion de 2-NBDG en un grado similar al de LIF en las lineas celulares

citotrofoblasticas Swan 71 y BeWo. En consistencia con el resultado obtenido por citometria de
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flujo, la evaluacién por microscopia de fluorescencia también mostré que VIP aumentd la

incorporacién de 2-NBDG en ambas lineas celulares (Fig. 13F).
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Figura 13 | Caracterizacion de la incorporacién de 2-NBDG y efecto de VIP en lineas celulares humanas
derivadas de citotrofoblasto. Células Swan 71 fueron cultivadas hasta subconfluencia, se lavaron con PBS frio
y el medio se reemplazé por DMEM-F12 libre de glucosa. Se afiadié el analogo fluorescente de la glucosa 2-
NBDG durante diferentes tiempos (A, B) 6 10 min (C, D, E), se lavé con PBS frio y se adquirieron los datos por
citometria de flujo. (A) Células positivas para 2-NBDG a los 2-20 min en ausencia/presencia de 1 mM del
inhibidor del transporte Floretin. Se muestran dots plots representativos del control de autofluorescencia, y
de 2 y 20 min de incubacidn con 2-NBDG en ausencia/presencia de Floretin. Cada punto representa la Media
E.E. Los resultados en (B-E) se expresan como la diferencia entre sin/con 1 mM Floretin. (B) Intensidad de
fluorescencia media (IFM) luego de la incubacion con 2-NBDG durante 5-90 min. Los graficos son
representativos de 3 experimentos independientes. (C) IFM luego de 10 min de incubacion con 2-NBDG
suplementado con 0.5, 1, 2.5 6 5 mM de glucosa. Los graficos son representativos de 3 experimentos
independientes. (D) Incorporacién de 2-NBDG en presencia de 1-100 nM de VIP expresado como porcentaje
frente al valor basal tomado como 1. El VIP se agregd 10 min antes de la adicién de 2-NBDG durante otros 10
min. (E) Incorporacion de 2-NBDG en células Swan 71 (barras lisas) y BeWo (barras rayadas) incubadas en
ausencia/presencia de VIP 50 nM o LIF 50 ng/ml (VIP n=9, LIF n=6). Los resultados se expresan como Media +
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E.E. ANOVA con post test de Dunnett, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. (F) Microscopia de fluorescencia
representativa luego de 3 min de incubacion con 2-NBDG sin/con VIP 50 nM.

Teniendo en cuenta que VIP indujo la rapida incorporacion de glucosa en ambas lineas
celulares, quisimos evaluar si VIP también induce la expresién de los principales transportadores de
glucosa presentes en la placenta, GLUT1 (SLC2A1) y GLUT3 (SLC2A3). Para esto, células Swan 71y
BeWo fueron incubadas con VIP 50-100nM durante 6 h y luego evaluamos la expresion de ARNm
por RT-gPCR y los niveles de proteina por western blot (GLUT1) 6 citometria de flujo (GLUT3) (Fig.
14). Observamos que VIP 50nM aumentd la expresidon de ambos transportadores en las lineas (Fig.
14A, B, paneles izquierdos), asi como los niveles de la proteina GLUT1 en Swan 71 (Fig. 14A, panel

derecho), sin embargo, no detectamos diferencias en los niveles proteicos de GLUT3 (Fig. 14B, panel

derecho).
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Figura 14 | VIP induce la expresion de transportadores de glucosa en lineas celulares humanas derivadas de
citotrofoblasto. Células Swan 71/BeWo fueron cultivadas hasta subconfluencia y se afiadié VIP 50/100 nM
durante 6h en DMEM-F12 2% SFB, luego fueron cosechadas para el analisis de expresién de ARNm 6 proteina
como se describe en Materiales y métodos. Para el analisis de ARNm, se realizé RT-qPCR y se analizaron los
resultados empleando el método 22T normalizado a la expresién de gapdh endégeno. Para el analisis
proteico se realizd western blot normalizando a a-tubulina o B-actina (GLUT1) 6 citometria de flujo (GLUT3).
(A) Expresién de ARNm (n=6) y proteina (n=3) de GLUTL1. El panel derecho muestra las lineas correspondientes
a o-tubulina, B-actina y GLUTL1. (B) Expresion de ARNm (n=5 para Swan 71 y n=4 para BeWo), y proteina (n=3).
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El panel derecho muestra un histograma representativo. Los resultados se expresan como Media * E.E. Prueba
t de Student o ANOVA con comparaciones multiples de Dunnett, *p<0.05, **p<0.01.

4.1.2. La incorporacion de glucosa inducida por VIP estd mediada por la sefalizacion de

PKA, MAPK, PI3Ky mTOR

Con el fin de dilucidar los mecanismos involucrados en el efecto de VIP sobre la regulacién
del transporte de glucosa, estudiamos las principales vias de sefalizacidn rio abajo descritas para la
activacién de los receptores especificos VPAC1 y VPAC2: proteina quinasa A (PKA), proteina quinasa
C (PKC) y MAP quinasas (MAPK). Los ensayos de incorporacién de 2-NBDG mostraron que el
pretratamiento de las células CTB con el inhibidor de PKA H89 o el inhibidor de MEK PD 98059
impidié el aumento de la incorporacion de 2-NBDG inducida por VIP 50 nM, mientras que el
inhibidor de PKC STP mostré la misma tendencia, pero la disminucién no fue significativa (Fig. 15A).
Se ha reportado previamente que PI3K induce la activacién del complejo mTORY¥”2% y que el
complejo mTOR es activado por cAMP, induciendo a su vez la translocacién de GLUT1 a la
membrana plasméatica?®?%’, Con base en esta evidencia, y teniendo en cuenta que la activacion de
los receptores VPACs pueden inducir la sinstesis de cAMP, analizamos el papel de la activacion de
PI3K y mTOR en la regulacidn de la incorporacidn de glucosa inducida por VIP. Como se muestra en
la Figura 15B, tanto el inhibidor de PI3K Ly294502 como el inhibidor de mTOR rapamicina

impidieron el aumento de la incorporacion de 2-NBDG inducida por VIP.

2.0n %k %
* % %k %k k

Incorporacién de 2-NBDG (UA)
Incorporacion de 2-NBDG (UA)

vie - + + + + vie - + + +
H89 - - 10 uMm - Ly - - 10 pM

stP - - - 5n0M - Rapa - - - 100 nM
PD - - - - 50 uM

Figura 15 | VIP induce la incorporacién de glucosa a través de las vias PKA, MAPK, PI3K y mTOR en lineas
celulares humanas derivadas de citotrofoblasto. Células BeWo fueron cultivadas hasta subconfluencia,
incubadas en DMEM-F12 sin glucosa, y se afiadieron los inhibidores durante 20 min antes de la adicién de VIP
50 nM durante 10 min y 2-NBDG durante otros 10 min. Las células se lavaron con PBS frio y se adquirieron los
datos por citometria de flujo. (A) Incorporacion de 2-NBDG en ausencia/presencia de VIP 50 nM y H89 10 uM
(inhibidor de PKA), STP 5 nM (inhibidor de PKC) o PD98059 50 uM (inhibidor de MEK). (B) Incorporacion de 2-
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NBDG en ausencia/presencia de VIP 50 nM y Ly294502 10 uM (inhibidor de PI3K) o rapamicina 100 nM
(inhibidor de mTOR) (n=5). Los resultados se expresan como Media * E.E. ANOVA de medidas repetidas con
comparaciones multiples de Dunnett, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

4.1.3. VIP induce la incorporacion de aminodcidos por el Sistema A de transportadores de

aminodcidos neutros acoplados al sodio (SNAT)

Los aminoacidos neutros que se transportan acoplados a Na* son otra de las fuentes
principales de energia para las células Th, en especial la glutamina transportada principalmente por
SNAT1. Considerando que el efecto de VIP sobre la incorporacién de glucosa involucra la
participacién de mTOR, y teniendo en cuenta la implicancia de mTOR en la actividad del sistema A de
transporte de aminodcidos, a continuacion, quisimos evaluar el efecto de VIP sobre la actividad de
los transportadores del Sistema A en lineas celulares Swan 71 y BeWo. Para cuantificar la
incorporacién utilizamos un sustrato especifico de los transportadores SNAT marcado con carbono-
14, [14 C]-acidometilaminoisobutirico (}**C-MeAIB). En primer lugar cuantificamos la incorporacién de
14C-MeAIB en buffer Tyrode con o sin sodio para transporte no especifico (Fig. 16A). La actividad del
sistema A se calculd en todos los casos restando la incorporacion de *C-MeAIB en ausencia de sodio.
Como se muestra en Figura 16B, VIP indujo un aumento significativo de la actividad del Sistema A en
ambas lineas celulares. Evaluamos también la expresidn de dos de los principales transportadores del
Sistema A presentes en la placenta humana: SNAT1 y SNAT2. Observamos que VIP no solo indujo la
actividad sino también la expresiéon del ARNm y de la proteina de SNAT1 en células Swan 71, no asi
en BeWo, y si bien se observé una tendencia similar en la expresion de ARNm de SNAT2, las

diferencias no fueron significativas (Fig. 16C, D).
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SISTEMA A DE TRANSPORTE DE AMINOACIDOS
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Figura 16 | VIP estimula la actividad del sistema A de transporte de aminoacidos y la expresion de SNAT1 en
lineas celulares humanas derivadas de citotrofoblasto. (A, B) Células Swan 71/BeWo fueron cultivadas hasta
subconfluencia y se incubaron con VIP 50 nM en DMEM-F12 2% SFB durante 20 min, luego se lavaron con
buffer Tyrode con/sin Na* y se afiadié *C-MeAIB durante 8 min. Se realizé un lavado con buffer Tyrode frio sin
Na* y las células fueron lisadas con H20 destilada durante 1 h. Los datos fueron adquiridos en contador
de centelleo. (A) Caracterizacién de la incorporacién de *C-MeAIB dependiente de Na* en Swan 71/BeWo
(n=4). Los resultados se expresan en pmol de *C-MeAIB. (B) Incorporacién de *C-MeAIB dependiente de Na*
en ausencia/presencia de VIP 50 nM. Los resultados se expresan como la diferencia entre con/sin Na* (n=4),
en pmol *C-MeAIB.mg prot-1.min-1. (C) Expresién de ARNm y proteina SNAT1. Las células se cultivaron como
previamente y se afiadié VIP 50 nM durante 6 h. Las células se cosecharon para el andlisis de ARNm por RT-
gPCR (n=4) o analisis de proteina por citometria de flujo (n=5). (D) Expresion de ARNm (n=7) y proteina de
SNAT2 (n=5 para Swan 71, n=3 para BeWo). Los resultados se expresan como Media + E.E. Prueba t de
Student, *p<0.05, **p<0.01.
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4.1.4. Relevancia de VIP enddgeno en la incorporacion de nutrientes y requlacion cruzada

entre VIP y el sensor de nutrientes mTOR

Sobre la base de que las células CTB sintetizan VIP, y que el VIP regula la funcién
citotrofoblastica de modo autdcrino, realizamos ensayos de pérdida de funcidn para investigar la
relevancia de VIP enddgeno en la regulacidn de la incorporacién de glucosa. Para esto, utilizamos un
siRNA de VIP para silenciar la expresion del péptido en células Swan 71 y BeWo, y luego de 72h de
incubacién, confirmamos una disminucion de hasta un 50% de VIP en comparacion con las células
transfectadas con un siRNA scrbl control. En estas células, cuantificamos la incorporaciéon de 2-
NBDG y evaluamos la expresion de transportadores (Fig. 17). Los resultados que se muestran en la
Figura 17A indican que el silenciamiento de VIP redujo la incorporacion de glucosa en ambas lineas
celulares, lo que sustenta la participacion de VIP enddgeno en el transporte de glucosa en las células
CTB de primer trimestre. A su vez, las Figuras 17B y C muestran que la expresion de ARNm glutl y
glut3 asi como de snatl y snat2 se encuentra disminuida, sugiriendo que el VIP enddgeno no solo

participa del mantenimiento de la incorporacién de glucosa sino también de la incorporacion de

aminodcidos por el sistema A.
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Figura 17 | Rol de VIP enddgeno en la modulacién del metabolismo celular de lineas celulares humanas
derivadas de citotrofoblasto. Células Swan 71/BeWo fueron cultivadas en DMEM-F12 10% SFB hasta
subconfluencia. El medio fue reemplazado por medio de transfeccion OptiMEM® y las células fueron
transfectadas con siRNA de VIP (100 nM) 6 un siRNA control (scrbl) por 24 h. A continuacion se adicionaron
500ul de DMEM-F12 10% SFB por 24 h mds, y luego se reemplazé el medio por DMEM-F12 2% SFB. (A)
Incorporacién de 2-NBDG luego de 72hs de transfeccion (n=4). (B, C) Las células se cosecharon como
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previamente para el analisis de ARNm por RT-gPCR (n=3). Los resultados se expresan como Media + E.E.
Prueba t de Student, *p<0.05.

Considerando que VIP indujo la incorporacidn rdpida de glucosa a través de la via de mTOR,
también la actividad del sistema A de transporte de aminodcidos cuya activacion ha sido
ampliamente reportada por esta misma via®®*®¢, y que el silenciamiento de VIP resulté en una
disminucién en la incorporacién de glucosa y expresion de transportadores, nos focalizamos en

explorar el vinculo entre mTOR y VIP en estas células.

En primer lugar, observamos que VIP indujo la transcripcién de mTOR (Fig. 18A) asi como la
fosforilacién de la proteina (Fig. 18B). En concordancia con la participacién de las vias de
fosforilacién de mTOR activadas por VIP en células CTB, VIP también indujo la fosforilacién de S6, un
sustrato rio abajo de la activacién de mTOR, y este efecto fue inhibido por rapamicina (Fig. 18C).
Mas aun, observamos que las células silenciadas para VIP presentaron menor expresion de mTOR
tanto a nivel de ARNm como de proteina (Fig. 18D). Por otro lado, la inhibicidn de la actividad de
mTOR con rapamicina resulté en una disminucién en la expresién de VIP endégeno (Fig. 18E). En

conjunto, estos resultados muestran una interaccién cruzada o reciproca entre VIP y el sensor de

nutrientes mTOR.
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Figura 18 | Regulacion cruzada de mTOR y VIP en células citotrofoblasticas. Células Swan 71 fueron
cultivadas en DMEM-F12 10% SFB hasta subconfluencia. Se afiadié VIP 50 nM, Rapamicina 100 nM o BI-D1870
10uM (inhibidor de RSK) en DMEM-F12 2% SFB durante 6h (A), 20min (B, C), o 24h (E). En (D) las células
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fueron silenciadas para VIP como previamente. (A) Expresién de ARNm de mtor. Las células se cosecharon
como previamente para el analisis de ARNm por RT-gPCR (n=6). (B) Fosforilacion de mTOR. Se realizd un
ensayo de western blot para detectar p-mTOR y se normalizd a la expresion de B-actina (n=4). La imagen
muestra las lineas correspondientes a p-mTOR y B-actina. Las transferencias se realizaron en las mismas
condiciones experimentales. (C) Fosforilacion de S6. Se realizé un ensayo de western blot para p-S6 y se
normalizé a la expresién de GAPDH (n=3). La imagen muestra las lineas correspondientes a p-S6 y GAPDH. Las
transferencias se realizaron en las mismas condiciones experimentales. (D) Expresion de mTOR en células
silenciadas para VIP. Las células se cosecharon para el analisis de ARNm por RT-qPCR (n=3) o analisis de
proteina por citometria de flujo (n=3). (E) Expresidon de VIP. La secrecion de proteinas fue inhibida por la
incubacién con Stop Golgi® durante 4 h y se evalud la expresion de VIP por citometria de flujo (n=3). Los
resultados se expresan como Media * E.E. Prueba t de Student o ANOVA con comparaciones multiples de
Dunnett, *p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001.

4.1.5. VIP estimula la utilizacion de glucosa por via glucolitica y la fosforilacion oxidativa

para acelerar la migracion de células trofobldsticas sin modular la produccion de lactato

Como hemos mencionado previamente en la introduccién, las células CTB poseen una alta
tasa glucolitica con produccion de lactato y una alta FOSFOX. Habiendo observado que VIP induce la
incorporacién tanto de glucosa como de aminoacidos, y basandonos en que VIP regula funciones
celulares como la migracién y la invasidén, quisimos explorar cuales de estas vias metabdlicas se
activan o modulan en respuesta al VIP, y su relevancia en la funcién celular. Para esto, realizamos un
ensayo de cierre de herida en una monocapa de células Swan 71, cuantificando el porcentaje de
cierre luego de 16h de estimulaciéon con VIP 50nM en ausencia/presencia del inhibidor de la
glucdlisis 2-Deoxi-D-gluosa (2-DG) 10mM y/o el inhibidor del complejo | de la ETC Rotenona 100nM
(Fig. 19). Observamos que tanto en presencia de 2-DG como de Rotenona individualmente, VIP no
aumenté la migracidn, sugiriendo la participacion de ambas vias en el efecto. Cuando los inhibidores
fueron adicionados a la vez, bloqueando las vias en simultdneo, las células migraron
significativamente menos. A su vez, cabe destacar que el porcentaje de cierre de herida en
presencia de los inhibidores individualmente tanto en presencia como en ausencia de VIP no difirid
de la condicién basal, indicando que las células CTB son capaces de adaptar su metabolismo y
mantener su funcionalidad basal utilizando principalmente la glucélisis, asi como la FOSFOX,

probablemente con sustratos provenientes de otras vias como aminodcidos o acidos grasos.
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Figura 19 | Dependencia de la glucosa y de la fosforilacion oxidativa en la induccién de la migracion de Th
por VIP. Células Swan 71 fueron cultivadas en DMEM-F12 10% SFB hasta 100% de confluencia. Se realizé una
herida y se afiadié VIP 50 nM, 2-DG 10 mM y/o Rotenona 100 nM en DMEM-F12 2% SFB por 16 h. Se
obtuvieron fotografias y se calculd el porcentaje de cierre de herida como la proporcién del drea de herida
cerrada a 16 h respecto a 0 h. Los resultados se expresan como Media * E.E. de al menos 4 experimentos.
ANOVA con comparaciones de Sidak, *p<0.05 respecto al control, #p<0.05 respecto a VIP 50 nM. El panel
derecho muestra fotografias representativas (objetivo 10x).

La glucosa que ingresa a la célula es fosforilada en su carbono-6, convirtiéndose en glucosa-
6-P. Esta puede ser oxidada en la via de las pentosas fosfato (PPP) 6 continuar la via glucolitica
generando ATP y dando piruvato, que a su vez podra ser convertido a lactato por la enzima lactato
deshidrogenasa, ¢ ingresar a la mitocondria, producir Acetil-CoA y ser intermediario del TCA
aumentando la FOSFOX. Teniendo en cuenta que VIP aumentd la incorporacién de glucosa, que la
glucdlisis fue necesaria para suplir las demandas energéticas induciendo un aumento en la funcién
celular, y también fue necesaria la FOSFOX, quisimos estudiar la via de utilizaciéon de la glucosa
incorporada. En primer lugar evaluamos si el aumento en la incorporacion de glucosa por VIP se
mantenia en el tiempo y repetimos el ensayo luego de 24h de estimulacion (Fig. 20A). Observamos
que si bien las diferencias no fueron significativas, se mantuvo la misma tendencia. Las células CTB
producen y liberan grandes cantidades de lactato y como se ha reportado recientemente, liberarian
incluso mayor cantidad de lactato que las STB!. Dado que es necesaria una alta concentracién de
lactato en el microambiente para las primeras etapas del desarrollo embrionario, que el lactato
regula procesos fisioldgicos como la angiogénesis, la permeabilidad vascular, y modula la tolerancia

inmunoldgical®

, cuantificamos la concentracién de lactato extracelular liberado a lo largo de 24hy
48h de incubacién con VIP 50nM. No encontramos diferencias significativas respecto a la produccién

basal de lactato (Fig. 20B) ni en la expresion de ARNm de sus transportadores mctl y mct4 (Fig.
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20C), por lo que la diferencia de glucosa incorporada frente a la estimulaciéon con VIP no estaria
siendo metabolizada a lactato. La co-incubacién de VIP con 2-DG impididé su produccidén, mientras

que la co-incubacion con Rotenona y el bloqueo del TCA/ETC tendid a correr el equilibrio

aumentandola.
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Figura 20 | Modulacion de la produccion de lactato y expresion de transportadores de monocarboxilatos en
células citotrofoblasticas estimuladas con VIP. Células Swan 71 cultivadas en DMEM-F12 10% SFB hasta
subconfluencia fueron estimuladas con VIP 50 nM, en presencia/ausencia de 2-DG 10 mM y/o Rotenona 100
nM en DMEM-F12 2% SFB por 6hs (C), 24hs o 48hs (A, B). (A) Incorporacion de glucosa luego de 24hs de
incubacion con VIP 50nM (n=3). (B) Produccién de L-lactato cuantificada en el medio extracelular con el
equipo Accutrend Plus System (n=3). (C) Expresién de ARNm de transportadores de lactato mct1 y mct4. Las
células se cosecharon como previamente para el analisis de ARNm por RT-qPCR (n=4). Los resultados se
expresan como Media + E.E. Prueba t de Student 6 ANOVA con comparaciones multiples de Dunnett, *p<0.05.
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4.1.6. Deteccion de dcidos orgdnicos intermediarios de glucdlisis o TCA en lineas celulares

citotrofobldsticas

Basandonos en que VIP indujo la incorporacidn de glucosa y que esto no se tradujo en un
aumento en la liberacién de lactato, hipotetizamos que podria haber un aumento en los niveles de
piruvato intracelular, asi como una modulacién de los niveles de otros metabolitos intermediarios
del TCA relevantes como el citrato y el succinato. El aumento de citrato se reporta asociado a la
inhibicidn de la glucélisis, el TCA y la B-oxidacion®, mientras que el aumento excesivo de succinato
puede estimular una respuesta inflamatoria en otros modelos*>%°, En el marco de esta hipétesis,
iniciamos una colaboracién con el Laboratorio de Espectrometria de Masas en el CIBION para
desarrollar, en una primera aproximacion, un método semi-dirigido de deteccidon simultanea de
metabolitos intracelulares involucrados en el metabolismo de las células CTB en condiciones basales
y frente a la estimulacién con VIP. La Tabla 2 muestra los parametros de los estandares puros de los
acidos carboxilicos y en la Figura 21 se observan los cromatogramas extraidos de iones para dichos

estandares.

Tabla 2 | Analisis de estandares puros de acidos carboxilicos por UPLC-QTOF-MS. Tr: Tiempo de retencion.

Acido Pirtvico C3H,03 2,6 1,10 87,0082 87,0081
Acido Lactico C3HeO3 3,8 1,45 89,0239 89,0237
Acido Citrico CsHsO7 3,1; 2,26 191,0192 191,0193
Acido Succinico C4Hs04 4,2;5,6 2,83 117,0188 117,0190
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Figura 21 | Cromatogramas extraidos de iones. Deteccidn de acido piruvico, acido lactico, acido citrico y acido
succinico por UPLC-QTOF-MS en soluciones de estandares.
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Como se observa en la Figura 22, el acido piruvico, el acido lactico, el acido citrico, y el acido

succinico fueron detectados en las células CTB. Datos preliminares muestran menores niveles de

lactato intracelular en células Swan 71 estimuladas con VIP 50nM por 18h.
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Figura 22 | Deteccion basal de acido pirdvico, acido lactico, acido citrico y acido succinico en células
citotrofoblasticas. Células Swan 71 fueron cultivadas en DMEM-F12 10% SFB hasta subconfluencia. Se realizé
la extraccion de metabolitos empleando nitrégeno liquido y metanol y se realizdé una cromatografia en fase

reversa por UPLC-ESI-QTOF-MS permitiendo la determinacion

simultdnea de los acidos organicos, como se

describe en Materiales y Métodos. Se muestran ejemplos de cromatogramas extraidos de iones.

Hasta aqui, los resultados presentados indican que VIP induce una rdpida incorporacion y

metabolismo de glucosa y aminoacidos, estimulando la migracion celular a través de la glucdlisis y la

fosforilacién oxidativa (Fig. 23).
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Figura 23 | Resumen de vias metabdlicas implicadas en el efecto de VIP. 2-DG: 2-Deoxiglucosa, ETC: Cadena
de transporte de electrones, FAS: Sintesis de acidos grasos, FAO: Oxidacion de acidos grasos, FOSFOX:
Fosforilaciéon oxidativa, G6P: Glucosa-6-fosfato, PPP: Via de las pentosas fosfato, TCA: Ciclo de los acidos

tricarboxilicos. Modificado de Muri et al. Nat. Rev. Imm. (2021)%3.
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4.1.7. VIP induce la incorporacion de dcidos grasos de cadena larga, la acumulacion de

gotas lipidicas citoplasmdticas y tiende a reducir los niveles de ROS celular

Las células CTB presentan altos niveles de FOSFOX® y ésta es sostenida por sustratos
provenientes tanto de la glucdlisis como de la metabolizacién de aminoacidos y dcidos grasos por B-
oxidacion. Por otro lado, VIP indujo la incorporacién de glucosa asi como de aminoacidos en las
células CTB que, ademds, son productoras de mediadores lipidicos como prostaglandinas,
eicosanoides y tromboxanos'®. Sobre esta base nos preguntamos a continuacién si VIP modula
también el transporte de acidos grasos de cadena larga. Para evaluar la incorporacién, utilizamos el
analogo de un 4cido graso fluorescente de cadena larga BODIPY-FL Ci,, que es transportado por
transportadores de LCPUFAs como FATP1,2,4 que se expresan en células CTB°724°_ En primer lugar
caracterizamos la cinética de incorporacion en funcién de la concentracion de sonda y en funcién
del tiempo y observamos que el transporte es saturable (Fig 24A), definiendo una concentracion de
5uM y un intervalo de 5-10min de incubacién para evaluar la incorporacién en presencia de los
estimulos. En la Figura 24B se observa que el bloqueo de la ETC con Rotenona generd un aumento
rapido que se redujo a las 24h volviendo a los niveles basales. Evaluamos entonces el transporte en
presencia de VIP 50nM a distintos tiempos y observamos un aumento en la incorporacién luego de

24h de estimulacion (Fig. 24C).
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Figura 24 | VIP induce la incorporacion de acidos grasos de cadena larga en células citotrofoblasticas.
Células Swan 71 fueron cultivadas en DMEM-F12 10% SFB hasta subconfluencia. Se afiadid la sonda BODIPY-FL
C12 conjugado con BSA libre de acidos grasos en RPMI-1640 en distintas concentraciones y por distintos
tiempos, y los datos fueron adquiridos por citometria de flujo. (A) Caracterizacién de la incorporacién de
BODIPY-FL Ci2. Los puntos son representativos de 3 experimentos diferentes. (B) Incorporacién de BODIPY-FL
C12 en ausencia/presencia de Rotenona 100 nM por distintos tiempos (n=3). (C) Incorporacién de BODIPY-FL
C12 en ausencia/presencia de VIP 50 nM por distintos tiempos (n=5). (C) Los resultados se expresan como
Media + E.E. ANOVA con comparaciones multiples de Dunett, *p<0.05, **p<0.01.

Estos resultados parecen indicar que VIP induce una rapida incorporacién y metabolismo de

glucosa y aminoacidos, y desencadena un posterior switch hacia la incorporacién de acidos grasos.

Evaluamos a continuacion el efecto de VIP en la expresion de ARNm de tres transportadores
principales de LCPUFAs presentes en células CTB: FATP1, FATP2 y FATP4, que en distintos modelos
han presentado actividad acil-CoA sintetasa, activadora de los acidos grasos libres al formar acil-CoAs
que luego pueden ser metabolizados por distintas vias y ser oxidados por FAO o ser intermediarios y
sefializadores celularest!®113241-243 | 5 incubacidon con VIP 50nM aumentd la expresion de fatp2 (Fig.

25B), uno de los transportadores con mayor expresion en cTb y que se encuentra alterada en
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patologias como PE o RCF'2, A su vez, indujo una tendencia al aumento de fatp4 (Fig. 25A, C), que en
otros modelos se ha visto asociado a un aumento en la FAO** Como se ha mencionado en la
introduccion, el receptor nuclear PPAR-y regula diversos procesos celulares y principalmente la
expresion de genes involucrados en el metabolismo energético y de lipidos, entre ellos los FATPs, y
especialmente en células EVT su activacién regula la diferenciacidon y su capacidad invasiva?®. A su
vez, los acidos grasos libres son ligandos naturales de la activacion de este receptor. Evaluamos
entonces la expresion de ARNm de ppar-y luego de la incubacidn con VIP 50nM por distintos tiempos
y observamos que a tiempos cortos VIP tendié a aumentar su expresion, mientras que a 24h su
expresién se observd reducida en concordancia con el aumento de fatp2%*. El hecho de que VIP
estimule la incorporacion de 4cidos grasos de cadena larga recién a las 24 h (Fig. 24), y de que esta
modulacién inversa y simultdnea de la expresion de fatp2 y PPAR-y por VIP coincida a las 24 h (Fig.

25B, D) sugiere un mecanismo para prevenir la activacién excesiva de PPAR-y por dichos acidos

grasos libres de cadena larga.
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Figura 25 | Modulacidn de la expresion del factor de transcripcion ppar-y y de transportadores de LCFAs en
células citotrofoblasticas estimuladas con VIP. Células Swan 71 fueron cultivadas en DMEM-F12 10% SFB
hasta subconfluencia y se incubaron con VIP 50 nM en DMEM-F12 2% SFB por 6hs o 24hs. Las células se
cosecharon como previamente para el analisis de ARNm por RT-qPCR de 3 transportadores de acidos grasos
de cadena larga (A) fatp1 (n=3), (B) fatp2 (n=3), (C) fatp4 (n=3), y (D) el factor de transcripcion ppar-y (n=3), y
se analizaron los resultados empleando el método 22T normalizado a la expresién de gapdh o ywhaz
endogeno. Los resultados se expresan como Media + E.E. ANOVA con modelado de varianzas con
comparaciones multiples de LSD Fisher, *p<0.05.

Las células CTB poseen gotas lipidicas citoplasmaticas que pueden almacenarse como reserva
energétical’>?”, A continuaciéon evaluamos si la estimulacidon con VIP podia no solo inducir la
incorporacién de acidos grasos de cadena larga, sino también el aumento de gotas lipidicas. Para
esto utilizamos la sonda BODIPY 493/503 que difunde por la membrana y se une a lipidos neutros
citoplasmdticos. Observamos que VIP 50nM aumentd las gotas lipidicas a las 4h y y 24h (Fig. 26A).

Compuestos como la rapamicina que inhibe a mTOR, o medios muy restrictivos como el medio
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minimo EBBS o DMEM-F12 sin glucosa durante 4 h, indujeron la acumulacién de gotas como se ha

reportado previamente en otros modelos?* (Fig 26B).

Dado que el estrés celular, la disfuncionalidad mitocondrial, asi como la alta producciéon de
ROS también pueden inducir un aumento de las gotas lipidicas®®®, evaluamos la viabilidad
mitocondrial luego de la estimulacién con VIP 50nM por 4 y 24h. Utilizamos las sondas fluorescentes
MitoTracker CMXRos y Mitospy green para cuantificar el potencial de membrana y la masa
mitocondrial respectivamente, y evaluamos el ratio entre estos dos parametros. La Figura 26C
muestra que no hubo diferencias entre condiciones. Por otro lado, al forzar la oxidacion de acidos
grasos y aminodcidos inhibiendo la glucdlisis con 2-DG, las células son capaces de adaptar su
metabolismo manteniendo la funcionalidad mitocondrial. Estos resultados concuerdan con que VIP
aumenta las gotas lipidicas citoplasmaticas como depdsito energético y estimula la FOSFOX sin

alterar la funcionalidad mitocondrial.

Nuestros resultados hasta aqui muestran que VIP estaria favoreciendo la produccion de
intermediarios del TCA/FOSFOX, y teniendo en cuenta que la FOSFOX es uno de los principales
generadores de especies reactivas del oxigeno (ROS) celular, evaluamos luego la produccién de ROS
en presencia de VIP por citometria de flujo empleando la sonda DCFH-DA. En la Figura 26D se
observa que VIP 50 nM tendid a reducir los niveles de ROS celular luego de 24h. Este resultado
indicaria que en presencia de VIP la funcionalidad mitocondrial se encuentra optimizada, generando

ATP por FOSFOX pero al mismo tiempo amortiguando el aumento de ROS.
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Figura 26 | VIP induce un aumento de gotas lipidicas neutras citoplasmaticas sin modificar la funcionalidad
mitocondrial. Células Swan 71 fueron cultivadas en DMEM-F12 10% SFB hasta subconfluencia y se incubaron
con VIP 10/50 nM o Rapamicina 100 nM en DMEM-F12 2% SFB, medio minimo EBSS o medio DMEM-F12 sin
glucosa por 4hs o 24hs. Luego fueron lavadas, y se incubaron con BODIPY 493/503 0.5 ug/ml para cuantificar
las gotas lipidicas citoplasmaticas (A, B), con MitoTracker CMXRos 250 nM (potencial de membrana
mitocondrial) y Mitospy green 250 nM (masa mitocondrial) para evaluar la viabilidad mitocondrial (C), o con
DCHF-DA para evaluar la produccion de ROS celular total (D). Los datos fueron adquiridos por citometria de
flujo y en (A) se observa una microscopia de fluorescencia representativa. (A, B) Acumulacion de gotas
lipidicas citoplasmaticas (A: n=3; B: n=4). (C) Viabilidad mitocondrial expresada como el Ratio entre ambas
sondas (n=4). (D) Produccidn de ROS celular total (n=3). Los resultados se expresan como Media * E.E. Prueba
t de Student o ANOVA de uno o dos factores, *p<0.05.

La Figura 27 muestra un resumen de las vias metabdlicas involucradas en el efecto de VIP

evaluadas hasta aqui.
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Figura 27 | Resumen de vias metabdlicas implicadas en el efecto de VIP. 2-DG: 2-Deoxiglucosa, ETC: Cadena
de transporte de electrones, FAS: Sintesis de dacidos grasos, FAO: Oxidacion de acidos grasos, FOSFOX:
Fosforilacion oxidativa, G6P: Glucosa-6-fosfato, PPP: Via de las pentosas fosfato, TCA: Ciclo de los acidos
tricarboxilicos. Modificado de Muri et al. Nat. Rev. Imm. (2021)%3.

4.1.8. Perfil de respuesta citotrofobldstica en RPMI-1640 y DMEM-F12

Teniendo en cuenta que el medio de cultivo DMEM-F12 es un medio altamente enriquecido,
con una alta concentracidon de glucosa, y contiene &cido linoleico y &acido lipoico, nos resulté
relevante estudiar si frente a una alteracidon en la disponibilidad de nutrientes, las células CTB
respondian de igual modo. Para esto, expusimos a las células al medio RPMI-1640, también
enriquecido, pero que contiene menor concentracion de glucosa, no contiene acidos grasos de
cadena larga y contiene glutatidon reducido (Fig. 28A). En primer lugar confirmamos que no se
modifico la viabilidad celular -evaluada mediante ensayo de calceina- luego de incubar a las células
CTB en DMEM-F12 o RPMI-1640 10% SFB 6 2% SFB. Los porcentajes de migracién evaluados en un
ensayo de cierre de herida a 7h se mantuvieron similares a los porcentajes de migracién en DMEM-
F12. Basandonos en estos resultados, incubamos a las células por tiempos prolongados en RPMI-
1640 2% SFB con VIP 50nM y repetimos los ensayos de incorporacién de glucosa y acidos grasos,

evaluamos la presencia de gotas lipidicas, y evaluamos el porcentaje de cierre de herida. VIP luego de
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24h en RPMI-1640 presentd los mismos efectos que en DMEM-F12, tendiendo a aumentar la

incorporacién de glucosa (Fig. 28B), aumentando la de acidos grasos de cadena larga (Fig. 28C), asi

como las gotas lipidicas neutras citoplasmaticas (Fig. 28D). En cuanto a la funcionalidad trofoblastica,

VIP también indujo la migracién celular luego de 16h de incubacién (Fig. 28E).
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Figura 28 | Efecto de la variacién en la composicion nutricional del microambiente celular sobre la
reprogramacion metabdlica inducida por VIP. Células Swan 71 fueron cultivadas en DMEM-F12 10% SFB
hasta subconfluencia y el medio fue reemplazado por DMEM-F12 2% SFB o RPMI-1640 2% SFB en
ausencia/presencia de VIP 50 nM durante 16 (E) o 24h (B, C, D). (A) Composicion de medios DMEM-F12 y
RPMI-1640. (B) Incorporacion de 2-NBDG (DMEM-F12 n=3; RPMI-1640 n=3). (B) Incorporacién de BODIPY-FL
C12 (DMEM-F12 n=5; RPMI-1640 n=3). (C) Gotas lipidicas citoplasmaticas marcadas con BODIPY 493/503
(DMEM-F12 n=3; RPMI-1640 n=2). (D) Ensayo de cierre de herida (DMEM-F12 n=5; RPMI-1640 n=3). Los
resultados se expresan como Media + E.E. ANOVA con comparaciones multiples de Dunnett, *p<0.05.

En conjunto, estos resultados revalidan/reconfirman el rol de VIP como regulador del

metabolismo celular CTB, favoreciendo la obtencion de sustratos energéticos que son requeridos

para el propio metabolismo del citotrofoblasto de primer trimestre.
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4.1.9. Efecto de VIP sobre el transporte de glucosa a través de una monocopa de células

trofobldsticas

Resultados previos de nuestro grupo de trabajo utilizando un modelo de gestacién murina
deficente en VIP demostraron que sitios de implantacion VIP+/- presentan fetos de menor peso para
la edad gestacional sin cambios en pesos de las placentas a dg 14.5, sugiriendo un rol relevante de
VIP endégeno en el crecimiento fetal*’. Los resultados hasta aqui presentados muestran que VIP
promueve la incorporacidén de nutrientes y modula el metabolismo de las células derivadas de
citotrofoblasto humano de primer trimestre, favoreciendo funciones celulares como la migracién.
Teniendo en cuenta los antecedentes que muestran el rol embriotréfico de VIP y su participacién en
el desarrollo neuronal en modelos murinos, y mas recientemente su rol en la placentacién®, y
habiendo observado en esta Tesis que VIP modula el metabolismo de células BeWo derivadas de
citotrofoblasto humano -similares a CTBv y con capacidad de sincicializar-, nos preguntamos a
continuacién si VIP se encontraba también involucrado en la modulaciéon del transporte de nutrientes
a través de la placenta. Como primera aproximacion, realizamos un ensayo de transporte
transcelular de glucosa in vitro a través de una monocapa de células BeWo en presencia de VIP
exogeno 50nM. Para esto utilizamos un sistema de transwells con un compartimento donor
conteniendo medio de cultivo con 5mM glucosa y un compartimento aceptor libre de glucosa, de
modo que ésta es transferida a través de la monocapa celular. Incubamos a las células en
ausencia/presencia de VIP y del inhibidor del transporte Floretin, y evaluamos la concentracion de
glucosa en el compartimento aceptor en funcién del tiempo. Observamos que en presencia de VIP,
las células tendieron a incorporar y transferir mayor cantidad de glucosa (Fig. 29), sugiriendo que VIP
estaria involucrado no solo en la incorporaciéon de nutrientes y el metabolismo de la propia célula
citotrofobldstica, sino también en la incorporacion y estimulacion del transporte hacia el feto a través

del trofoblasto velloso.
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Figura 29 | VIP estimula el transporte transcelular de glucosa a través de una monocapa de células BeWo en
un sistema in vitro de transwells. Células BeWo fueron sembradas en DMEM-F12 10% SFB sobre transwells de
0,4 um hasta confluencia. Se reemplazé el medio de los compartimentos donor y aceptor por buffer salino
EBSS en ausencia/presencia de VIP 50 nM por 15 min y luego se afiadié glucosa en el compartimento donor (5
mM) (to). Se tomaron alicuotas del compartimento aceptor a distintos tiempos (0-90 min) y la concentracidn
de glucosa se determind utilizando un kit colorimétrico realizando una curva de calibracién con distintas
concentraciones conocidas de glucosa. Los ensayos se realizaron en ausencia/presencia de Floretin 1 mM, y el
transporte por difusién facilitada fue calculado como la diferencia en ausencia y presencia del inhibidor. Se
muestran los resultados obtenidos de un ensayo representativo.

4.1.10. Efecto in vivo de VIP sobre la regulacion del transporte de nutrientes a través de la

placenta y su impacto sobre el crecimiento fetal

Para profundizar en el rol de VIP sobre la regulacidn del transporte de nutrientes a través de
la placenta y su implicancia en el crecimiento fetal, estudiamos a continuacion la regulacion
metabdlica en los sitios de implantacion de distintos modelos de gestacion murina: gestacion
normal (cruza WTxWT), deficiente en VIP solo a nivel placentario/fetal (WTxKO) o deficiente a nivel

placentario y materno (HT, madre heterocigota, placenta/feto de distintos genotipos).

En primer lugar investigamos el efecto de la deficiencia de VIP placentaria en un entorno
materno con niveles de VIP normales, empleando el modelo murino de cruza de hembras C57BL/6
VIP+/+ con machos VIP-/- (WTxKO) (Fig. 30A). Resultados de nuestro laboratorio describieron que la
haploinsuficiencia de VIP trofoblastico en este modelo resulté en una capacidad de migracion e
invasion reducidas, menor expresion de marcadores proangiogénicos y antiinflamatorios, con una
estructura placentaria alterada32. Observamos que las cruzas WTxKO también presentaron RCF a dg
17.5 (Fig. 30B), y que no hubo cambios en el peso y tamafio de la placenta (Fig. 30C)32. Esto nos
planteé una nueva pregunta: si el peso fetal reducido en este modelo es consecuencia

principalmente de una alteracién en el metabolismo.
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Figura 30 | Los fetos VIP+/- de cruzas WTxKO presentan menor peso al dgl7.5 sin cambios en el peso de la
placenta. (A) Modelo de cruzas empleadas. Tanto las crias como las placentas tienen el genotipo indicado en
cada caso. (B, C) Peso de las placentas y fetos en cruzas WTxWT y WTxKO al dgl17.5. Los valores de las
placentas y los fetos de cada camada fueron promediados y cada punto representa la media de la camada
(n=4 hembras prefiadas en cada condicién). Los resultados se expresan como Media + E.E. Prueba t de
Student, *p<0.05.

Para explorar los posibles mecanismos metabdlicos que se activan frente a la deficiencia de
VIP en los sitios de implantacidn y que resultan en un menor peso fetal, en primer lugar, realizamos
ensayos ex vivo tratando explantos de placentas murinas con un antagonista especifico de los
receptores de VIP, H-9935 hibrido de neurotensina 6-11-VIP7-28 (antVIP). Este abordaje nos
permitié evaluar el efecto de VIP enddgeno sobre la incorporacidon de glucosa por la placenta en
condiciones controladas ex vivo. Para ello obtuvimos sitios de implantaciéon de cruzas VIP+/+
C57BL/6 a dg 14.5 y 17.5, se diseccionaron los fetos del tejido uterino y se separaron las placentas
(Fig. 31A). Cada placenta se lavd exhaustivamente y se dividid en cuatro explantos similares, que
fueron pesados y luego incubados en ausencia/presencia de distintas concentraciones de
antagonista de VIP durante 1h. Luego se cuantifico la incorporacion de glucosa por incorporacién de
2-NBDG vy la actividad del Sistema A de transporte de aminodcidos por incorporacién de *C-MeAIB
como se describe en detalle en Materiales y Métodos. Se observa en la Figura 31 que la incubacién
con 100nM de antVIP redujo la incorporacién de 2-NBDG al dg 14.5 (Fig. 31B) asi como la
incorporacion de *C-MeAIB al dg 17.5 (Fig. 31C), indicando que la sefializacién mediada por VIP
enddgeno es necesaria para mantener la incorporacion de glucosa y aminodcidos neutros acoplados
a Na* en la placenta. El tratamiento con 50nM de antVIP también redujo la incorporacién de 2-

NBDG aunque este cambio no fue significativo (Figura 31B).
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Figura 31 | El antagonista de receptores VPAC disminuye la incorporaciéon de glucosa y la actividad del
sistema A en explantos de placentas VIP+/+. (A) Esquema de trabajo. (B, C) Explantos de placentas VIP+/+
fueron incubados en DMEM-F12 2% SFB en ausencia/presencia de antagonista de receptores de VIP (antVIP)
por 1h. Para evaluar la incorporacidn de glucosa, cada explanto fue incubado con 2-NBDG 200 uM por 10min,
se procesd en homogeneizador UltraTurrax en buffer de lisis RIPA, se centrifugd y la fluorescencia en el
sobrenadante fue cuantificada en fluorimetro (n=3). Para evaluar la actividad del Sistema A, cada explanto se
incubéd con *C-MeAIB en buffer Tyrode con/sin Na* por 30min, las células fueron lisadas en H20q y se realizé la
medicién en contador de centelleo. Los resultados se expresan como la diferencia entre la incorporaciéon
con/sin Na+, en pmol *C-MeAIB.mg plac-1.min-1 (n = 4). Los resultados se expresan como Media * E.E.
Prueba de Friedman o Mann Whitney, *p<0.05.

Teniendo en cuenta que el antVIP bloqued la incorporacidn de glucosa en explantos ex vivo,
y que este sustrato es una de las principales fuentes de energia para el crecimiento fetal,
exploramos a continuacién el rol de VIP enddgeno in vivo en la regulacién del metabolismo de la
placenta, la incorporacion de glucosa y el transporte transplacentario hacia el feto por incorporacion
de la sonda 2-NBDG en este modelo in vivo. Para esto, hembras WT C57BL/6 fueron apareadas con
machos VIP KO y al dgl17.5 se les inyecto i.p. un bolo de 3 mM de 2-NBDG en solucién salina (Fig,
32A). Luego de 90min se obtuvieron las placentas y los fetos, y se cuantificé la fluorescencia en los
distintos tejidos. Para calcular la incorporacién de glucosa por la placenta y el transporte
transplacentario hacia el feto, definimos los pardmetros que se muestran en la Figura 32B. Teniendo
en cuenta que la sonda fluorescente es transportada in vivo hacia el feto por transporte
transplacentario, y que la normalizacion al peso fetal en este modelo no resulta adecuada dado el

menor peso fetal, definimos la incorporacidn total de glucosa por la placenta como la suma de la
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fluorescencia de 2-NBDG medida en la placenta y el feto normalizado al peso de la placenta ((nmol
de 2-NBDG en placenta + nmol de 2-NBDG en feto)/g de placenta), mientras que la fluorescencia
determinada en la placenta sola representa la cantidad de 2-NBDG que fue incorporada por la
placenta pero no fue transportada hacia el feto (nmol 2-NBDG placenta/g placenta). El transporte
transplacentario se calculé como la fluorescencia determinada en el feto normalizado al peso de la

placenta (hnmol 2-NBDG feto/g placenta). La incorporacidn de glucosa fetal neta se calculé como

nmol de 2-NBDG feto/g de feto.
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Figura 32 | Esquemas de trabajo en modelos in vivo y andlisis de los datos obtenidos. (A) Esquema de
trabajo. (B) Calculos utilizados para cuantificar el transporte de glucosa.

Contrario a lo que esperdbamos, en los sitios de implantacion WTxKO respecto a los WTxXWT
observamos un mayor contenido de glucosa en las placentas (Fig. 33A) y una tendencia al aumento
en la incorporacién total de glucosa (Fig. 33B). El hecho de que el aumento en aproximadamente
40% haya sido similar para la placenta sola y para la incorporacién total, sugiere que este aumento
estaria causado principalmente por una mayor incorporacion en la placenta. De hecho, al evaluar el
transporte transplacentario evaluado en funcion del peso de la placenta (Fig. 33C) se observa una
tendencia al aumento similar, y como era esperable, esta diferencia se hace mas evidente cuando es

normalizado al peso fetal (Fig. 33D).
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Figura 33 | Las placentas VIP+/- de cruzas WTxKO presentan mayor incorporacion de glucosa respecto a
placentas wild type. Hembras WT prefiadas fueron inyectadas intraperitonealmente en el dg17.5 con un bolo
de 3mM de 2-NBDG. Luego de 90min, placentas y fetos fueron obtenidos y la fluorescencia fue cuantificada
como se describe en Materiales y Métodos. Los valores de las placentas y los fetos de cada camada fueron
promediados y cada punto representa la media de la camada (n=4 hembras prefiadas en cada condicién). Los
resultados se expresan como Media + E.E. Prueba de Kruskal-Wallis con comparaciones multiples de Dunn’s
(ver Materiales y Métodos). *p<0.05

Como hemos mostrado previamente en modelos in vitro con células humanas, VIP presenta
una regulacidon cruzada con el sensor de nutrientes mTOR. Para evaluar si la incorporacién
aumentada de glucosa podia deberse a una regulacion alterada de genes como mTOR o los
transportadores GLUT en sitios de implantacion VIP+/-, placentas y fetos de cruzas WTxKO fueron
obtenidos en dgl4.5 y se procesaron para obtener ARNm. En linea con el aumento en la
incorporacién de glucosa, observamos un aumento en la expresién de glutl tanto en las placentas
como en los fetos VIP+/- (Fig. 34). Observamos que mTOR también se encontraba aumentado en
ambos tejidos, aunque las diferencias solo fueron estadisticamente significativas en los fetos.
Teniendo en cuenta que la deficiencia de VIP en células trofobldsticas humanas in vitro (Fig. 17) como
el antagonismo del efecto de VIP en placentas murinas ex vivo (Fig. 31) produjo una disminucion de

la expresidn y actividad de los transportadores, el aumento en la expresidon de glutl observado in
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vivo sugiere la activacién de mecanismos compensadores en los sitios VIP+/- balanceando la pérdida
de peso fetal que se observa en el modelo (Fig. 30). Incluso, este aumento de la expresion y actividad
de GLUT1 no pareciera alcanzar para compensar los pesos respecto a los fetos VIP+/+ y, en funcion
de explorar qué otros mecanismos podrian estar actuando en esta regulacién metabdlica alterada,
evaluamos la expresién placentaria de varios genes involucrados en el metabolismo y crecimiento
fetal como el factor de crecimiento igfll, el receptor de leptina (/lepR), el transportador del sistema A
de transporte de aminoacidos snat2, el receptor fat/cd36 y la proteina transportadora fabp4
asociados ambos al metabolismo de acidos grasos, y el receptor celular de la proteina de union a
retinol stra6. No encontramos diferencias significativas en ninguno de los genes evaluados, si bien se

observé una tendencia a la disminucion en igfll y en lepR (Fig. 34).
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Figura 34 | La deficiencia de VIP en el sitio de implantacion induce cambios en la expresién de genes
asociados al transporte de nutrientes. Placentas de cruzas VIP WTXWT y VIP WTxKO se obtuvieron en dg14.5.
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Los niveles de ARNm se evaluaron mediante RT-gPCR como se describe en Materiales y Métodos. Los datos se
analizaron empleando el método 2%, y relativizando a la expresién de gapdh o s29. Los valores de las
placentas y los fetos de cada camada fueron promediados y cada punto representa la media de la camada
(n=6 para placentas y n=4 para fetos). Los resultados se expresan como Media * E.E. Prueba de Mann-
Whitney, *p<0.05.

En los reportes previos del modelo de hapoinsuficiencia de VIP en entornos maternos
normales, que muestran que esta cruza presenta una estructura placentaria alterada, menor
expresion de factores proangiogénicos y antiinflamatorios y menor reclutamiento de células Treg,
hemos demostrado que una inyeccion de VIP al dg6.5 restablecid el peso fetal®2. En este modelo,
pudimos evaluar de forma preliminar la expresion de glutl y mTOR al dg14.5 luego de la inyeccién
de VIP en etapas tempranas. Observamos que para ambos genes y ambos tejidos, los valores
disminuyeron hasta valores similares a las cruzas WTXWT (Fig 35A, B), indicando que una sola
inyeccion de VIP en una ventana de tiempo temprana es capaz de restituir la funcionalidad

trofoblastica restaurando su metabolismo.
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Figura 35 | La inyeccion de VIP al dg6.5 tiende a reestablecer la expresion de glutl y mtor en placentas y
fetos VIP+/- de cruzas WTxKO. Hembras prefiadas de cruzas WTxKO fueron inyectadas intraperitonealmente
con PBS o VIP 2 nmol/raton al dg6.5. Las placentas y fetos se obtuvieron en dgl4.5 y se procesaron para la
cuantificacion de ARNm mediante RT-gPCR como previamente. La linea punteada representa la media para
placentas y fetos de cruzas WTxWT. Los valores de las placentas y los fetos de cada camada fueron promediados y
cada punto representa la media de la camada de al menos 3 ratones. Los resultados se expresan como Media + E.E.
Prueba de Mann-Whitney.

Los resultados hasta aqui reportados muestran que en un ambiente materno con niveles
normales de VIP, la deficiencia trofoblastica/fetal resulta en una incorporacién aumentada de
glucosa por la placenta que no pareceria llegar a compensar las demandas fetales para suplir la

restriccion en el crecimiento. Como hemos mencionado previamente, el VIP presente en la interfase
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materno-fetal no solo es sintetizado y liberado por las células trofoblasticas, sino que la produccidn
de VIP es también materna?®*?*°, Nuestra siguiente pregunta entonces fue si la deficiencia materna
de VIP estaba también implicada en adaptaciones metabdlicas de placentas y fetos. Para esto,
realizamos cruzas de hembras VIP+/- con machos VIP+/- (HTxHT), y llevamos adelante el mismo
ensayo de incorporacion de glucosa in vivo descrito previamente (Fig. 36A). Este modelo nos
permitid evaluar el metabolismo de la placenta para los distintos genotipos en un ambiente
materno deficiente en VIP. La Figura 36B muestra que no hubo diferencias en la incorporacion de
glucosa entre los sitios de implantacién VIP+/+, VIP+/- y VIP-/- provenientes de las cruzas HTxHT, lo
gue nos llamd la atencidn teniendo en cuenta los resultados anteriores. Una posibilidad es que la
deficiencia de VIP materna podria preponderar frente al posible efecto compensatorio fetal y
modular el metabolismo. Para evaluar esta posibilidad, comparamos la incorporacién de glucosa
entre los sitios de implantacién VIP+/- de las cruzas WTxKO versus los VIP+/- de las cruzas HTxHT, de
modo de poder evaluar la contribucién materna en el metabolismo de la placenta y la regulacién de
la incorporacién de glucosa. Tanto la glucosa placentaria como la incorporacién total de glucosa por
la placenta se encontraron aumentadas en los sitios de implantacién VIP+/- de las cruzas HTxHT en
comparacién con las cruzas WTxXWT (Fig. 36C panel izquierdo). A su vez, se observé un aumento
significativo en el transporte transplacentario de glucosa (Fig. 36C panel derecho). Estos resultados
sugieren que las diferencias entre ambos aumentos compensatorios, tanto para la incorporacion por
la placenta como para el transporte transplacentario observados en los sitios deficientes de madres

normales o VIP+/-, dependen en Ultima instancia de los aportes de VIP materno.



Resultados | 101

A4 ? 3 ? 3 ?

C57BL/6 C57BL/6 C57BL/6 C57BL/6 C57BL/6 C57BL/6
VIP KO VIP HT VIP HT

DR R BB
% X

VIP+/+ VIP+/- VIPH/ 4 ipyy. VIR
B INCORPORACION DE GLUCOSA dg17.5 INCORPORACION DE GLUCOSA dg17.5
PLACENTA PLACENTA+FETO
o 087 o 37
K] K .
[=} Qo
oo 0.6 ° % )
o 0.4 @ u A
z =
o~ 14
3 02 5
E :
0.0 T T T 0 T T T
WT HT KO WT HT KO
HTXHT HTXHT
C INCORPORACION DE GLUCOSA dg17.5 TRANSPORTE TRANSPLACENTARIO
DE GLUCOSA dg17.5
2.64 M Placenta t 2.6+
2.44 [ Placenta+feto A
S 2.4 *
2.2+ T 2.2 f
F 2.0 _L g 207 .
o o 1.8
oo oo
~ ~ 1.6
: g0l T
z 2 12 L
: ] T -
2 S 0. j:
€ S o6 ® -
0.4+
0.2+
0.0 T T T
WT HT HT wT HT HT
(WTXWT) (WTxKO) (HTxHT) (WTxWT) (WTxKO)  (HTxHT)

Figura 36 | Incorporaciéon de glucosa y transporte transplacentario en sitios de implantacion de cruzas
HTXHT. (A) Modelo de cruzas empleadas. (B, C) Hembras HT prefiadas fueron inyectadas con un bolo de 2-
NBDG como previamente y se calculd la incorporacidn como se describiéd previamente (Fig. 32). (B)
Incorporacién de 2-NBDG por la placenta en los distintos genotipos de cruzas HTxHT. (C) Incorporacion de
glucosa en sitios VIP+/- provenientes de las distintas cruzas. Los valores de las placentas y los fetos de cada
camada fueron promediados y cada punto representa la media de la camada (n=4 hembras prefiadas en cada
condicidn). Los resultados se expresan como Media + E.E. Prueba de Kruskal-Wallis con comparaciones
multiples de Dunn’s. Panel izquierdo: #p<0.05 vs. WTXWT para incorporacion de la placenta, tp<0.05 vs.

WTxWT para incorporacion total placenta+feto. Panel Derecho: *p<0.05.
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Considerando que previamente se han reportado retrasos en el desarrollo en Ia
descendencia HTxHT luego del nacimiento®, y que en este trabajo observamos alteraciones
metabdlicas en los sitios de implantacidon de cruzas HTxHT aun mds pronunciadas que en los sitios
WTxKO, a continuacién evaluamos si en las cruzas HTxHT los distintos genotipos presentaban
alteraciones en el peso fetal. La Figura 37A muestra que las hembras VIP+/- al dgl17.5 no presentan
diferencias en el peso respecto a las hembras VIP+/+. Mds aun, observamos que las placentas y fetos
VIP**, VIP*- and VIP”- de las cruzas HTXHT no presentaron pesos diferentes entre ellos ni en

comparacién con los WTXWT (linea punteada) (Fig. 37C).
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Figura 37 | Los pesos de placentas y fetos VIP+/+, VIP+/- y VIP-/- de las cruzas HTXHT no difieren de las
cruzas WTXWT. (A) Peso de hembras al dg17.5 de al menos 4 hembras prefiadas. (B, C) Peso de placentas y
fetos de sitios de implantacion VIP+/+, VIP+/-y VIP-/- de embarazos VIP HTxHT. La linea punteada representa
el peso VIP+/+ en embarazos WTxXWT. Los valores de las placentas y los fetos de cada camada fueron
promediados y cada punto representa la media de la camada (n=4 hembras prefiadas en cada condicién). Los
resultados se expresan como Media % E.E. Prueba t de Student o ANOVA con comparaciones multiples de Tukey.

Estos resultados in vivo en modelos murinos muestran que la deficiencia de VIP resulta en
adaptaciones en la placenta incrementando la incorporacion de la glucosa y el transporte hacia el
feto, siendo los efectos maternos prevalentes sobre la deficiencia de VIP fetal en tales mecanismos

compensatorios.
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Como se ha mencionado en la introduccién, el Utero gestante tiene caracteristicas
singulares desde el punto de vista inmunoldgico: en un periodo de unas pocas semanas tiene lugar
una extendida remodelacidn tisular con abundante infiltracion leucocitaria sin pérdida de la
homeostasis, y las células citotrofoblasticas funcionan como articuladoras de la inmuno-cooperacion
materno-fetal para mantener esta homeostasis.

El metabolismo de los macréfagos se encuentra estrechamente relacionado con su
activacion y su perfil efector, y aiin no hay reportes que vinculen el metabolismo de cTb-M@ en el
didlogo. Cada programa metabdlico y la consecuente adquisicién de su fenotipo funcional son
especificos en cada contexto, por lo que nos resulté de particular interés estudiar los mecanismos
de reprogramacién metabdlica que intervienen en esta interaccién. Para ello, nuestro siguiente
objetivo fue evaluar la reprogramacion metabdlica de monocitos y macréfagos frente a células
citotrofoblasticas, y la eventual regulacidn bidireccional del metabolismo de las cTh.

Para poder evaluar la reprogramacién metabdlica en Mo y M@ maternos por factores
liberados por las células CTB, éstos fueron expuestos a medios condicionados (MC) de células CTB
(MC-Tb), obtenidos por cultivo de células Swan 71 o HTR-8 en RPMI-1640 2% SFB, que como
mostramos en la Figura 28 se comportan de manera similar a las células incubadas en DMEM-F12
2% SFB. Los Mo fueron obtenidos por siembra sobre colchdn de Ficoll de células mononucleares de
sangre periférica (PBMCs) de dadoras sanas, seguido por la purificacién por gradiente de Percoll.
Estos fueron utilizados para llevar a cabo los ensayos de metabolismo en Mo, o sembrados y
diferenciados in vitro con M-CSF para realizar los ensayos de metabolismo en M@, como se describe

en detalle en Materiales y Métodos.

4.2.1. El medio condicionado de células citotrofobldsticas modela el perfil metabdlico de

monocitos CD14+

En primer lugar evaluamos la incorporacion de glucosa en los Mo incubados con MC-Th de
células Swan 71, en ausencia/presencia de 100ng/ml de LPS de E. coli. Este estimulo proinflamatorio
altamente descrito, induce la incorporaciéon de glucosa'®®°, activando el receptor TLR4 -cuya
activacién ha sido reportada también por factores liberados en los procesos inflamatorios estériles
en condiciones fisiolégicas®?>2, Por todo lo anterior, nos resulté un estimulo adecuado que nos
permitié desafiar a los Mo luego de la pre-incubacién con MC-Tb para evaluar posibles rearreglos
metabdlicos, como se ha reportado previamente para ensayos funcionales’25%2%4,

Para poder explorar la modulacién rapida del metabolismo glucolitico, los Mo se incubaron

con anticuerpo anti-CD14, se expusieron a los estimulos por 20min, y se evalud la incorporacién de
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glucosa por incorporacidon de la sonda 2-NBDG como previamente. Inicialmente observamos que
todas las células CD14+ incorporaron la sonda. En estas células doble positivas distinguimos dos
poblaciones, una de mayor incorporacién que la otra (Fig. 38A). El porcentaje de células de la
poblacién con mayor incorporacién no difirid entre los Mo sin tratar y los tratados con MC-Tb (Fig.
38B). El LPS indujo un aumento en dicho porcentaje como esperdbamos, y observamos que este
aumento fue bloqueado por la pre-incubaciéon con MC-Tb (Fig. 38B panel izquierdo). Este resultado
fue confirmado repitiendo el ensayo en presencia del MC-Tb de la linea celular HTR-8 (Fig 38B panel
derecho). Para poder evaluar si este efecto rapido de bloqueo se sostenia en el tiempo, los Mo
fueron adheridos e incubados por 18h en las mismas condiciones y se repitié el ensayo de
incorporaciéon. Luego de 18h observamos una sola poblaciéon que se distribuyéd homogéneamente
(Fig. 38C), que en presencia del MC-Tb los Mo tendieron a incorporar mds glucosa, y que al igual que
lo observado a tiempo corto, el MC-Tb bloqued el aumento inducido por LPS (Fig 38D). La Figura 38E
muestra la expresion de ARNm de GLUT1, el principal transportador de glucosa en monocitos cuya
expresion tiende a aumentar por LPS, pero esta no disminuye cuando se preincuba con el MC-Tb,
sugiriendo que el bloqueo observado en la incorporacidn a las 18 h (Fig. 38D) no estaria relacionado

con menor expresion del transportador.
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Figura 38 | El medio condicionado de las células citotrofoblasticas modula la incorporacién de glucosa en
monocitos humanos CD14+. Monocitos obtenidos de sangre periférica por purificacion por Ficoll y Percoll
fueron incubados por 20min (A, B) o 18hs (C, D, E) con MC-Tb (Swan 71 o HTR-8), LPS E. Coli 100ng/ml (LPS) o
MC-Tb+LPS. Los monocitos fueron incubados con anti-CD14 antes o después de los estimulos para 20min o
18h respectivamente. Se afiadié 2-NBDG 100uM por 5min y se analizé la fluorescencia por citometria de flujo.
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(A) Dot plot y plot de densidad de las poblaciones de monocitos, representativos de autofluorescencia e
incorporacion basal respectivamente. (B) Porcentaje de células de alta incorporacidon luego de 20min de
estimulacion. MC-Tb de lineas celulares Swan 71 (n=12) y HTR-8 (n=2). (C) Histograma representativo de la
incorporacion a 18hs. (D) Incorporacidn Basal vs. MC-Tb y relacidn en la incorporacion de glucosa de LPS vs.
Basal y MC-Tb+LPS vs. MC-Tb para MC de la linea Swan 71 (n=6). (E) Expresion de ARNm de glutl por RT-gPCR
(n=2). Se analizaron los resultados empleando el método 22T normalizado a la expresiéon del gen 82-
microglobulina. Los resultados se expresan como Media + E.E. Prueba t de Student o ANOVA con
comparaciones multiples de Tukey, *p<0.05, **p<0.01.

Teniendo en cuenta que los acidos grasos cumplen un rol fundamental en la funcién celular
de Mo/M@, desde el aporte de energia por FAO para sostener la FOSFOX, la generacién de
mediadores lipidicos, asi como la formacion de “lipid rafts”, evaluamos a continuacion la
incorporacién de acidos grasos de cadena larga por incorporacion de la sonda BODIPY-FL C;, como
previamente (Fig. 39). Observamos que todas las células CD14+ incorporan la sonda (Fig. 39A) y
confirmamos que el transporte en estas células tiene una cinética compatible con la difusién
facilitada por transportadores (Fig. 39B). Evaluamos en primer lugar la incorporaciéon en los Mo
incubados con el MC-Tb de células Swan 71 en ausencia/presencia de LPS a tiempos cortos y no
observamos diferencias con los Mo basales (Fig. 39C). Con la misma premisa que para la
incorporacién de glucosa, evaluamos la incorporacion luego de 18h de estimulacion y observamos
que el MC-Tb estimulé en aproximadamente 4 veces su incorporacién (Fig. 39D). El LPS también
indujo la incorporacidn, aunque en menor medida que el efecto observado en glucosa, y cuando los
estimulos fueron afadidos en simultdneo se observé un aumento aun mayor. Este resultado
también fue confirmado repitiendo el ensayo con el MC-Tb de la linea celular HTR-8 (Fig. 39E).
Teniendo en cuenta la diversidad de funciones de estos acidos grasos en los distintos perfiles de
Mo/M@, los resultados previos que muestran que el MC-Tb induce un perfil funcional M2-/ike*>2%,
y el hecho de que el aumento en la incorporacién en MC-Th+LPS fue aproximidamente la suma de
ambos estimulos individuales, este resultado sugiere que los acidos grasos incorporados en las
distintas condiciones tendrian distintos destinos celulares cumpliendo diversas funciones y no solo
como sustratos metabdlicos. La Figura 39F muestra la expresion del ARNm del transportador de
LCPUFAs FATP2 -uno de los transportadores expresados en Mo- donde se observa que el LPS indujo
su aumento, sin embargo el MC-Tb no parece modular su expresién. En linea con el aumento
observado en la incorporacion de acidos grasos, observamos también un aumento en las gotas

lipidicas citoplasmaticas (Fig. 39G).
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Figura 39 | El medio condicionado de las células citotrofoblasticas induce la incorporacion de acidos grasos
de cadena larga e induce la acumulacién de gotas lipidicas neutras citoplasmaticas en monocitos humanos
CD14+. Los monocitos fueron obtenidos y tratados como previamente (Fig. 34). Se afiadié BODIPY-FL C12 5 uM
por distintos tiempos (B) o 5min (C, D, E) 6 BODIPY 493/503 0.5 pg/ml por 15min (G) y se analizd la
fluorescencia por citometria de flujo. (A) Histograma representativo de incorporacion basal. (B) IFM de la
incorporacion de BODIPY-FL C12 5 uM en funcién del tiempo. (C) Incorporacion luego de 20min de estimulo
para MC-Tb de la linea celular Swan 71 (n=11). (D, E) Incorporacién luego de 18h de estimulo para MC-Tb de las
lineas celulares Swan 71 (n=8) y HTR-8 (n=2). (F) Expresion de ARNm del transportador de LCPUFAs fatp2 (n=3).
(G) Gotas lipidicas citoplasmaticas luego de 18h de estimulacién de al menos 3 ensayos independientes. Los
resultados se expresan como Media + E.E. ANOVA sin o con modelado de varianzas con comparaciones
multiples de Tukey o LSD Fisher respectivamente, o Kruskal-Wallis con comparaciones multiples de Dunn,
*p<0.05.

En conjunto, estos resultados indican que factores liberados por células CTB presentes en el
MC tienen un efecto per se sobre el metabolismo de los Mo ya que inducen su reprogramacion
manteniendo la incorporacién de glucosa y aumentando la de acidos grasos. Asimismo, estos
factores también condicionan diferencialmente la respuesta metabdlica de Mo frente a estimulos

inflamatorios como el LPS, con efectos rapidos (20 min) y en programas metabdlicos mas largos (18

h).
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4.2.2. El medio condicionado de células citotrofobldsticas modela el perfil metabdlico de

macrofagos CD14+

Habiendo observado que el MC-Tb modula el perfil metabdlico de Mo, quisimos evaluar si estos
efectos se daban en los M@. Para esto, diferenciamos a los Mo in vitro por 5 dias en RPMI-1640 10%
SFB suplementado con M-CSF 50 ng/ml. Luego, los expusimos a los mismos estimulos por 18h: MC-
Th, LPS 100 ng/ml 6 MC-Tb+LPS. En primer lugar, confirmamos que el MC-Tb tiende a aumentar la
expresién de IL-10 en estos M@ (Fig 40D), y que modula el efecto del LPS en la induccién de un perfil
proinflamatorio cldsico, reduciendo la expresién de CD86 (Fig. 40A) y de TNF-a (Fig. 40C), y con una
tendencia similar en la producciéon de IL-1B (Fig 40B) que ademas de ser una citoquina

proinflamatoria caracteristica, también actia como citoquina pro-implantatoria®’.
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Figura 40 | El medio condicionado de células citotrofoblasticas modela el perfil funcional de macréfagos
humanos. Los monocitos fueron obtenidos como previamente y diferenciados en RPMI-1640 10% SFB
suplementado con M-CSF 50 ng/ml durante 5 dias. A continuacidn, se incubaron con MC-Tb, LPS 100 ng/ml, o
MC-Tb+LPS por 18hs y se analizé la expresidén de CD14+CD86+ (A, n=4) y TNF-a (C) por citometria de flujo, y la
produccién de IL-1B (B, n=2) e IL-10 por ELISA (D, n=2). En el panel derecho de (A) y en (C) se observan dot
plots representativos. En (A, B, D) los resultados se expresan como Media + E.E. ANOVA con comparaciones
multiples de Tukey, *p<0.05, **p <0.01, ****p <0.0001.
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Evaluamos a continuacion el perfil metabdlico de M@ en presencia de los mismos estimulos
y observamos una reprogramacion metabdlica similar a la observada en Mo. En primer lugar el MC-
Tb bloqued la incorporacién de glucosa inducida por LPS (Fig 41A,B) a 18h, y aunque a 20min los
cambios no fueron significativos se observd la misma tendencia. Considerando que los M@ M1
estimulados con LPS incorporan mas glucosa sosteniendo altos niveles de glucélisis®°, evaluamos
también la liberacién de lactato por estos M@. Dado que las células CTB son también productoras de
lactato como mostramos previamente (Fig. 41), cuantificamos el lactato presente en el MC-Tb luego
de 18h y restamos estos valores en los pocillos correspondientes al cuantificar el lactato producido
por los M@ en presencia del MC-Tb (Fig. 41C). Observamos que los M@ estimulados con LPS
liberaron mayor cantidad de lactato, mientras que el MC-Tb tendié a aumentarlo y la co-incubacién
no previno el aumento por LPS, si bien las diferentes dadoras respondieron diferencialmente en
este ensayo (Fig. 41D). El MC-Tb también indujo la incorporacion de acidos grasos de cadena larga
(Fig. 41E), al igual que el LPS, y en presencia de ambos estimulos se observé un efecto aditivo similar

al observado en Mo.
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Figura 41 | El medio condicionado de células citotrofoblasticas induce la reprogramacion metabdlica no solo
de monocitos sino también de macréfagos humanos. Los monocitos fueron obtenidos como previamente y
diferenciados en RPMI-1640 10% SFB suplementado con M-CSF 50 ng/ml durante 5 dias. Se incubaron con
MC-Tb, LPS 100 ng/ml, o MC-Tbh+LPS por 20min o 18hs y se evalud la incorporacién de glucosa con 2-NBDG (A,
B, n=3), produccion de L-lactato (D, n=5) e incorporacion de LCFAs con BODIPY-FL Ci» (E, n=3) como
previamente. (C) Esquema de produccién de lactato por células Tb y cuantificacion en el MC-Tb de Swan 71
(n=5). Los resultados se expresan como Media + E.E. ANOVA sin o con modelado de varianzas con
comparaciones multiples de Tukey o LSD Fisher respectivamente, *p<0.05.
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Para poder dilucidar en profundidad el efecto del MC-Tb sobre el destino de la glucosa una
vez incorporada y obtener una aproximacién mas precisa de la tasa de glucdlisis en nuestro sistema,
cuantificamos la tasa de acidificacion extracelular, ECAR por sus siglas en inglés, mediante la
utilizacidn del equipo Seahorse XFp extracellular flux analyzer. El método consiste en la medicién del
pH en funcidon del tiempo (mpH/min) frente a la adicién de glucosa, oligomicina (desacoplante de
FOSFOX de la ETC) y 2-DG, cuya correlacidon con las tasas de glucdlisis ha sido ampliamente
descrita®®. Para esto, los Mo fueron diferenciados a M@ directamente en las placas de cultivo XFp
especificas, estimulados y analizados en el equipo, como se describe en detalle en Materiales y
Métodos. Los resultados preliminares hasta el momento muestran que los M@ estimulados con LPS
aumentan la tasa de glucdlisis cuando son incubados con glucosa, traducida en un aumentado en la
ECAR, comparado con los M@ no estimulados como ya fue reportado. En contraste, en presencia de
MC-Tb la acidificacién extracelular inducida por LPS se reduce levemente, aunque continlda siendo
mas elevado que en M@ no estimulados (Fig. 42), en linea con lo observado en la Figura 41D. El
desacoplante de la FOSFOX-ETC oligomicina no aumentd en mayor medida la glucdlisis en los M@
incubados con LPS, algo que se manifiesta solo en forma incipiente en presencia de MC-Tb,

sugiriendo una reducida reserva glucolitica independiente de los estimulos en este sistema.
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Figura 42 | El medio condicionado de células citotrofoblasticas modula la tasa de glucélisis inducida por LPS
E. coli. Los monocitos fueron obtenidos como previamente y diferenciados en RPMI-1640 10% SFB suplementado
con M-CSF 50 ng/ml durante 5 dias. Se incubaron con MC-Tb, LPS 100 ng/ml, o MC-Tb+LPS por 18hs y se
cuantifico la tasa de acidificacion extracelular (ECAR) en la prueba de estrés glucolitico empleando el
analizador de flujo extracelular Seahorse XFp como se describe en Materiales y métodos.



Resultados | 111

Los resultados presentados hasta aqui indican que los factores solubles liberados por células
citotrofoblasticas inducen una reprogramacion metabdlica tanto en los Mo circulantes como en los
M@ diferenciados, sin modificaciéon en la incorporacion de glucosa y orientada a una mayor
incorporacién y utilizacién de acidos grasos, modulando a su vez la respuesta metabdlica frente a
estimulos proinflamatorios como el LPS. A su vez esta reprogramacion seria rapida, conduciendo a

los cambios funcionales que resultan en un perfil M2-like, como hemos reportado previamente.

4.2.3. El medio condicionado de macrdfagos M1 reduce la incorporacion de glucosa y la

expresion de citoquinas proinflamatorias en células citotrofoblasticas

La poblaciéon de M@ en la interfase esta compuesta por un balance finamente regulado de
perfiles M1/M2 hasta finales del primer trimestre y primera etapa del segundo trimestre, luego de
la cual la poblaciéon predominante es M2 hasta el parto. Algunos de los factores proinflamatorios
liberados por los perfiles M1 como IL-1B e IL-6 son factores proimplantatorios necesarios en una
primera etapa para una correcta invasién y placentacién. Sin embargo, un desbalance con aumento
de M1 se encuentra asociado a una activacién celular aberrante y un microambiente excesivamente
inflamatorio con aumento de citoquinas proinflamatorias y el desarrollo de patologias como PE, RCF
y RSA®2, Por esto quisimos estudiar si los factores liberados por perfiles M1 condicionan
metabdlicamente a las células CTB. Para esto obtuvimos monocitos como se describid previamente,
y estos fueron diferenciados in vitro en RPMI-1640 10% SFB suplementado con 50ng/ml de GM-CSF
por 5 dias, y luego por 2 dias mas en RPMI-1640 10% SFB suplementado con 50ng/ml de GM-CSF y
LPS 100ng/ml. Los macréfagos fueron lavados exhaustivamente, se recolectaron los medios
condicionados en RPMI-1640 2% SFB durante 18h (MC-M1) y las células CTB fueron incubadas con
estos MC-M1 por 4h 6 18h (Fig. 43, esquema). Observamos que el MC-M1 no modulé la
incorporacién de glucosa a 4h (Fig. 43A), sin embargo a 18h disminuyd significativamente (Fig. 43B),
en simultdaneo con una menor expresion del ARNm de glutl y sin cambios en el ARNm de glut3 (Fig.
43C). No observamos cambios en la incorporacion de LCFAs ni a 4h ni a 18h (Fig. 43D, E), ni en la
expresion de los transportadores FATPs (Fig. 43F), aunque encontramos una tendencia al aumento
de las gotas lipidicas citoplasmaticas a 18h (Fig. 43H). Para confirmar que la disminucién en la
incorporacién de glucosa y la tendencia al aumento en las gotas lipidicas no estuviera asociado a
una disminucidn en la funcion celular, evaluamos la migracidn celular por ensayo de cierre de herida
y no observamos diferencias (Fig. 43l). A su vez, evaluamos la expresion de citoquinas
proinflamatorias en presencia del MC-M1 y también de LPS, para descartar que los efectos

observados fueran producidos por trazas del estimulo presentes en el MC-M1, y observamos que la
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estimulacién con el MC-M1 resulté en una disminucién en la expresion de tnf-a e il-16 (Fig. 43J, K),

en concordancia con una menor incorporacion de glucosa y una menor glucélisis.
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Figura 43 | El medio condicionado de macréfagos M1 reduce la incorporacién de glucosa y la expresion de
citoquinas proinflamatorias en células citotrofoblasticas. Células Swan 71 fueron cultivadas en DMEM-F12
10% SFB hasta subconfluencia y se incubaron por 4h, 16h o 18h con RPMI-1640 2% SFB o MC-M1 (obtenido
como se observa en panel superior izquierdo, ver detalle en Materiales y Métodos). Se realizaron ensayos de
incorporacién de glucosa con 2-NBDG (A, n=4; B, n=5), de incorporacidn de LCFAs con BODIPY-FL Ci2 (D, n=5;
E, n=8), marcacion de gotas lipidicas con BODIPY 493/503 (G, n=4; H, n=6), migracion por ensayo de cierre de
herida (I, n=6) o extraccion de ARNm y analisis de expresion por RT-qPCR luego de 16hs de estimulacién (C, F,
J, K, n=4) como previamente. Los resultados se expresan como Media t E.E. Prueba t de Student o ANOVA con
comparaciones multiples de Tukey, *p<0.05.

Los resultados obtenidos en este ensayo sugieren que los factores presentes en el MC-M1
no inducirian una activacion del metabolismo de las células CTB sino lo contrario, manteniendo a

éstas en un estado de quiescencia y antiinflamatorio, con menos glucdlisis, consistente con el
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mantenimiento de la homeostasis inmunolégica una vez reclutados los M@ M1 a la interfase en

cantidades reducidas.

4.2.4. El metabolito derivado del TCA itaconato evoca una respuesta metabdlica similar a

la inducida por MC-M1 en células citotrofobldsticas de primer trimestre

Los resultados anteriores nos llevaron a preguntarnos qué factores o metabolitos presentes
en el MC-M1 podian estar induciendo este estado de quiescencia metabdlica en las células CTB,
disminuyendo la incorporacién de glucosa y la expresion de citoquinas proinflamatorias sin
modificar su migracién. En los Gltimos afios se ha propuesto al itaconato producido por M@ M1
estimulados con LPS como un metabolito inmunomodulador®®?®, La ruptura del TCA vy la
acumulacién de citrato, junto con la acumulacién de succinato, aumenta los niveles de ROS,
estabiliza a HIF1a e induce la sintesis de IL-1, entre otras citoquinas inflamatorias. En paralelo, la
induccidn de la enzima aconitato decarboxilasa 1 (ACOD1, gen irg1), deriva el intermediario del TCA
aconitato a itaconato, que inhibe a la SDH con acumulacién de succinato, inhibe la glucélisis y la
FOSFOX, y activa la via de Nrf2 aumentando la expresion de genes antioxidantes y antiinflamatorios,
disminuyendo los niveles de ROS y la produccién de IL-1B*3%2%1, Alin estd en discusién el mecanismo
por el cual el itaconato seria exportado fuera de las células, pero se detecta extracelularmente y

262,263

diversos trabajos muestran sus efectos sobre otros tipos celulares Si bien la produccién de

itaconato ha sido descrita inicialmente frente a la activacion por LPS en monocitos y macrofagos,

recientemente se ha reportado aumentado en condiciones de inflamacién estéril?%

, Yy un trabajo de
2022 refiere niveles desregulados de este metabolito asociados con complicaciones del embarazo
como diabetes gestacional y PE?®, Teniendo en cuenta estos antecedentes, quisimos evaluar el
efecto del itaconato en el metabolismo de las células CTB. En la hipdtesis de que el MC-M1 contiene
itaconato, en primer lugar, evaluamos la expresién de irgl en Mo estimulados con LPS y observamos
que el de ARNm se encuentra aumentado, y que ese aumento es prevenido por la coincubacién de
LPS con MC-Tb (Fig. 44A) confirmando un efecto modulador del MC-Tb que prevendria la ruptura
del TCA caracteristica de un perfil proinflamatorio. EIl MC-Tb per se no modificé la expresién de irg1
en monocitos. Luego analizamos el efecto del MC-M1 en células Swan 71 comparado con el de LPS y
de itaconato. La Figura 44B muestra que, si bien la expresién basal de irgl es muy baja, el LPS
aumenté la expresidn de la enzima y en una proporcion mucho menor que en monocitos. Ni el MC-
M1 ni el itaconato 7.5 mM agregado exégenamente modificaron la expresién de irg1, incluso este

ultimo la disminuyé levemente (Fig. 44B). Incubamos entonces a las células CTB con itaconato

exogeno para evaluar sus efectos sobre la funcion y el metabolismo y observamos que la migracién
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celular no presenté diferencias (Fig. 44C), sin embargo en 3 de 4 dadoras se vio una disminucion en
el uptake de glucosa (Fig. 44D). El itaconato indujo la incorporacion de acidos grasos de cadena larga

(Fig. 44E) y las células tendieron a acumular mas gotas lipidicas citoplasmaticas (Fig. 44F).
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Figura 44 | El metabolito derivado del TCA itaconato evoca una respuesta metabdlica similar al medio
condicionado de M1 en células citotrofoblasticas. Esquema modificado de O’Neill and Artyomov Nat. Rev.
Immun. (2019). (A) Monocitos fueron obtenidos como previamente, incubados en ausencia/presencia de MC-
Th, LPS 100 ng/ml, o MC-Tb+LPS en RPMI-1640 2% SFB por 18hs y se evalud la expresion de ARNm de irg1 por
RT-qPCR como previamente (n=3). (B) Células Swan 71 fueron cultivadas como previamente, incubadas con
LPS 100 ng/ml, MC-M1 o Itaconato 7.5 mM por 18hs y se evalud la expresién de ARNm de irg1 por RT-gPCR
como previamente de al menos dos ensayos (C, D, E, F) Células Swan 71 fueron incubadas con Itaconato 7.5
mM y se evalud luego de 16hs su capacidad migratoria por ensayo de cierre de herida (C, n=3), y la
incorporacién de glucosa (D) la incorporacion de LCFAs (E, n=3) y las gotas lipidicas citoplasmaticas (F, n=3)
luego de 18h. Los resultados se expresan como Media + E.E. Prueba t de Student o ANOVA sin o con modelado
de varianzas con comparaciones multiples de Tukey o LSD Fisher respectivamente, *p<0.05.

Estos resultados junto a lo referido por otros autores?®® apoyan la hipétesis de que el
metabolito itaconato producido por Mo/M@ en perfiles proinflamatorios podria estar presente en la
interfase, generando en las células citotrofobldsticas un estado de quiescencia metabdlica en el cual
incorporan menos glucosa, no migran pero mantienen la incorporacién de 4cidos grasos y la

integridad del TCA que podria favorecer el control del ambiente inflamatorio.



5.
DISCUSION
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Los procesos de diferenciacion e invasién de células CTB durante la implantacién y
placentacién temprana, y el didlogo coordinado con los Mo y M@ deciduales que da lugar a la
remodelacién de arterias espiraladas y glandulas maternas, requieren un alto metabolismo tanto
para la obtencién de energia como para modelar los perfiles efectores celulares. La regulacién de
estos mecanismos es critica para el normal desarrollo y posterior nutricion del feto, dado que las
fallas durante estos procesos en la generacion de la interfase materno-fetal conducen al desarrollo
de patologias como la PE y la RCF, pero las causas moleculares que subyacen a estas complicaciones
no estan aun esclarecidas.

Teniendo en cuenta que VIP es un péptido pleiotrépico con funciones inmunomodulatorias
y troficas en diferentes modelos de gestacion y que ha sido asociado a la regulacion del
metabolismo en otros modelos, nos resulté de gran relevancia estudiar su rol en la regulacién del
metabolismo celular citotrofobldstico asi como en la regulacidn y transporte de glucosa a través de
la placenta. La evidencia acumulada respalda el papel de VIP como un péptido regulador endégeno
del metabolismo de cTb durante el embarazo temprano, a través de un mecanismo que involucra al
sensor de nutrientes mTOR.

La linea celular citotrofoblastica humana Swan 71 semejante a EVT de primer trimestre y la
linea BeWo mas similar a CTBv, nos permitieron evaluar el rol del péptido en dos modelos que
comparten caracteristicas de CTB involucrados en distintos procesos de la interfase. Pudimos
demostrar que VIP induce la incorporaciéon rdpida y especifica de glucosa en estas células,
cuantificada por la incorporacién de un andlogo fluorescente, e induce la expresién a tiempos mas
largos del transportador GLUT1 a nivel ARNm y proteina, y de GLUT3 a nivel ARNm pero sin
modulacion de la expresidn de la proteina, al menos en los tiempos observados.

La incorporacién de glucosa aumenté de modo similar en presencia de LIF, un estimulo
proimplantatorio ampliamente descrito en modelos murinos, que ha sido asociado a la
incorporacion de glucosa en otros modelos de alto consumo energético?®?3*, Mds aun, en trabajos
de nuestro laboratorio se demostrd que LIF induce la expresién de VIP?!*, Estos resultados se
encuentran en linea con una regulacién positiva de funciones celulares como la migracién reportada
previamente: en presencia tanto de VIP como de LIF la capacidad migratoria de las células Swan 71y
HTR-8 se encuentra aumentada?!*.

La evaluacion de la la incorporacion de glucosa a tiempos cortos de 20 min, asi como de la
expresion de sus transportadores, se sostiene en la existencia de diversos mecanismos que pueden
colaborar en la induccion: la movilizacién rapida a membrana de vesiculas intracelulares en donde
se encuentran los transportadores ya sintetizados asi como su fosforilacién, y por otro lado la
activacidn de vias de sefializacidn asociadas al transporte rapido de este nutriente:236237.266 [ este

sentido, el efecto rapido de VIP sobre la incoporacion de glucosa y aminoacidos parece ser directo y
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no mediado por la liberacidn de insulina o IGF1, principales sefiales extracelulares reportadas que
promueven el crecimiento fetal!®#1°6267.268 y3 que el VIP se agrega solo durante un lapso de 20
minutos.

En linea con esto, también observamos, mediante la medicién de la incorporacion de un
sustrato especifico incorporado por el sistema A de transporte de aminodcidos neutros no
esenciales acoplados a Na*, que VIP estimula la actividad de este sistema en ambas lineas celulares.
VIP aumento la expresion de mensajero y proteina de SNAT1 y el mensajero de SNAT2 sin cambios
en la proteina en la linea Swan 71, mientras que en la linea BeWo no observamos diferencias para
ninguno de los transportadores.

Esto podria tener relacidon con una metabolizacidn y utilizacién distinta de los aminoacidos
incorporados segun el tipo celular teniendo en cuenta las diferencias entre ambas lineas. En
concordancia con esto, un trabajo muestra que la deprivacion de glutamina en células endoteliales
causa defectos en la angiogénesis y una deficiente proliferacién y migracién, sin causar estrés
energético pero produciendo una alteracidn de la anaplerosis del TCA, la sintesis de macromoléculas
y la homeostasis REDOX%°, mientras que otro trabajo muestra que el CTB y STB obtenidos de
vellosidades a término no usarian principalmente glutamina para la obtencién de energia?’,
sosteniendo que estos tipos celulares regularian el transporte hacia el feto en forma diferencial a los
modelos en EVT.

Utilizando los mismos modelos celulares y silenciando la expresion enddgena del péptido
con un siRNA de VIP como en trabajos anteriores?'4, demostramos también que la deficiencia de VIP
en las cTb estd asociada a una disminucién en la incorporacién de glucosa y una menor expresion de
los transportadores de glucosa GLUT1 y GLUT3 y los transportadores de aminoacidos SNAT1 y
SNAT2. Estos resultados concuerdan con los datos publicados previamente que muestran que el
silenciamiento en estas células y la linea HTR-8 disminuye la migracién celular?**, respaldando el
papel de VIP como un péptido regulador endégeno en el metabolismo citotrofoblastico para
sostener sus funciones invasivas.

Como mencionamos previamente, los receptores de VIP activan principalmente la via de
CRE/PKA, y sefializan por AMPc involucrando a la dxido nitrico sintasa, PKC, fosfatidilinositol 3-
quinasa, MAPK, JAK/STAT y NF-kB. En nuestro modelo in vitro, observamos que la estimulacion
rapida del transporte de glucosa es mediada por la sefializacion de PKA, MAPK y PI3K, y si bien el
efecto de la inhibiciéon de PKC fue similar, las diferencias no fueron estadisticamente significativas.
La fosforilacion de los transportadores mediada por PI3K y mTOR se ha reportado en la
incorporacion de glucosa por células de grasa parda y células de adenocarcinoma de pulmén®6237 A
su vez, en las células BeWo el transporte de glucosa inducido por resistina implica la fosforilacién

mediada por MAPK?’t. mTOR integra multiples sefiales hormonales, de estrés y energia involucradas
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en el crecimiento fetal y placentario. Tanto el transporte de glucosa como el de aminoacidos estan
regulados por mTOR en respuesta a sefiales maternas como IGF1, insulina y leptina cuyos efectos
estimulan el transporte!®®272274 g inhiben sefiales que disminuyen el transporte como adiponectina
e hipoxia2”>27,

La estimulacion de células CTB con VIP indujo un aumento en la expresion de mTOR, asi
como en su fosforilacidn y en la fosforilacién de S6 que es fosforilada por S6K rio abajo de mTOR,
mientras que la fosforilacion de S6 inducida por VIP fue bloqueada por la rapamicina, lo que sugiere
que mTORC1 seria el principal complejo involucrado en esta sefializacion. Paralelamente, las células
silenciadas en la expresion de VIP presentaron una disminucion de la expresidon basal de mTOR tanto
a nivel transcripcional como de proteina. Reciprocramente, la inhbicién de la actividad de mTOR con
rapamicina redujo la expresién de VIP, lo que sugiere, en conjunto con los resultados anteriores,
que la regulacién de los niveles de VIP y la sefializacién activada por el péptido se encuentran rio
abajo de mTOR en estas células. Estas observaciones respaldan fuertemente la regulacidn cruzada
de las vias de sefializacion de mTOR y VIP en células citotrofoblasticas, por lo que los niveles de VIP
expresados por las células citotrofoblasticas, asi como su capacidad de respuesta a la estimulacién
de VIP exdgeno, parecen modular la capacidad de mTOR para integrar multiples sefiales presentes
en el medio. En condiciones en las que los niveles de VIP estuvieran disminuidos 6 las células
trofoblasticas fueran menos receptivas a la estimulacién por VIP, la incorporacién de glucosa y
aminoacidos se veria disminuida, mientras que la absorcién de nutrientes mediada por mTOR
también se veria afectada, un escenario que se observa en varios modelos de RCF%4,

Luego de 24h de estimulacién con VIP, la incorporacién de glucosa no se mantuvo
significativamente aumentada, si bien las diferencias fueron similares a las observadas a 20 minutos.
En linea con esto, observamos que la aceleracién de la capacidad migratoria por VIP que ya
describimos y mencionamos en trabajos previos?* fue bloqueada tanto por el bloqueo de la
glucolisis con 2-DG como por el bloqueante del complejo | de la ETC, rotenona, luego de 16h,
indicando que ambas vias son necesarias para inducir el aumento de la migracidn. Teniendo en
cuenta los trabajos que muestran una alta glucélisis asi como una alta FOSFOX en las CTB®, el hecho
de que la incubacién con los inhibidores por separado pero sin VIP no haya modificado la capacidad
migratoria basal de las células estd en linea con la propuesta de estos trabajos de una mayor
plasticidad en las células CTB respecto a las STB®!, donde la diferenciacion parece disminuir el
metabolismo general junto con el potencial mitocondrial y la produccién de ATP, aunque la relacidn
FOSFOX/glucdlisis parece ser menor en CTB que en STB, y alin existen controversias®-82270277.278 pe
este modo, frente al bloqueo de la glucélisis, la célula CTB es capaz de utilizar mas FOSFOX
incorporando precursores de otras vias, y en el caso contrario, puede aumentar su glucélisis para

suplir las demandas de ATP. La inhibicién tanto con 2-DG como con rotenona bloquea otros
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procesos celulares con una reduccidon de aproximadamente el 20% de viabilidad celular luego de
48h?31, efecto que a 16h no observamos, pero que demuestra que la inhibicidn generalizada de una
u otra via no seria un proceso fisioldgico normal y solo es util en el contexto del estudio del sistema.
Mds aun, el bloqueo de ambas vias en simultdneo disminuyé la migracidon con una disminucion
generalizada de la viabilidad celular.

La glucosa incorporada basalmente por la célula para ejercer sus funciones incluye la
metabolizacién por la PPP, la oxidacion por glucélisis dando piruvato, y su conversién a lactato, o a
acetil-CoA en la mitocondria ingresando en el TCA®. El hecho de que VIP induzca la incorporacidn de
glucosa y la migracidn celular, y que requiera ambas vias para producir este efecto, permite inferir
gue al menos un porcentaje de la glucosa extra incorporada es oxidada por glucélisis y luego ingresa
en el TCA. De hecho, la incubacién con VIP por 24h o 48h no moduld los niveles de lactato ni la
expresion de sus transportadores, lo que resulta relevante teniendo en cuenta los resultados de
otros trabajos que muestran que menor glucdlisis y bajos niveles de lactato también se encuentran
asociados a patologias como RSA y PE¥®20 | os niveles de concentracién de lactato extracelular
detectados fueron similares a los reportados en otro trabajo utilizando cultivos primarios de células
trofoblasticas, lo que respalda un metabolismo similar en esta linea celular’®. En paralelo,
avanzamos en un método de deteccidén de metabolitos por UPLC-MS en colaboracién con la Dra.
Monge en el CIBION, tanto dirigido como no dirigido, para intentar esclarecer estas vias. En este
sentido, un trabajo reciente empleé el célculo de un ratio entre la concentracion de citrato/piruvato
para evaluar la contribucién de glucosa al TCA en tejidos embrionarios durante la gestacion??,

Los 4cidos grasos de cadena larga cumplen diversas funciones en estas células, desde el
punto de vista energético aportando intermediarios al TCA por FAO asi como siendo precursores
biosintéticos para la sintesis de otras moléculas. En este sentido, teniendo en cuenta que el
aumento de migracion por VIP fue inhibido con rotenona, y los reportes que indican que la FAO se
encuentra disminuida en embarazos con PE??, nos resultd de interés poder evaluar el efecto de VIP
en la incorporacién de LCFAs. Observamos que a tiempos cortos esta incorporacion no se modifica
pero si se encuentra aumentada a tiempos mas largos. Es importante destacar que a 24h las
concentraciones de glucosa en el medio aun se encontraban elevadas, descartando un posible
cambio de metabolismo por deprivacion. A diferencia de lo observado para la glucosa y los
aminodcidos neutros, el mecanismo en este caso pareceria ser a mayor plazo y no una activacién
directa de los transportadores por VIP. Esto parece coherente considerando que la glucdlisis resulta
en un aporte de ATP mucho mas rdpido que la FOSFOX con precursores de la FAO.

Esto ultimo también va en linea con los resultados que obtuvimos al evaluar la expresion de
ppar-y'y de 3 de los principales transportadores de LCFAs. Se reporta que el receptor nuclear PPAR-y

induce la expresién de FATP4, mientras que reduce la de FATP22*%, En nuestro modelo, observamos
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una tendencia al aumento en la expresion de ppar-y a las 3h de incubacién con VIP 50nM, con una
caida a menos del 50% a las 24h. La expresion fue justamente la inversa en fatp2, que aumento al
doble a las 24h. Teniendo en cuenta que VIP induce el ingreso de LCFAs luego de 24h de
estimulacién y que estos activan a PPAR-y, la induccidn de su expresién a tiempos cortos donde el
sustrato energético principal parece ser la glucosa y su posterior disminucién, podrian estar
funcionando como un mecanismo de control de la activacidn excesiva del receptor. En concordancia
con su activacion por VIP a tiempos mas cortos, un trabajo reporta que en células HTR-8 la

210y més aln, un trabajo en EVT de cultivo

estimulacién con LIF induce su migracién via PGE
primario muestra que el agonista pioglitazona promueve la migracién celular via IGF?%,

También observamos que al estimular a estas células con VIP las gotas lipidicas se
encontraron aumentadas, de modo que VIP no estaria s6lo aumentando las funciones celulares, sino
promoviendo la incorporacién de nutrientes para reserva energética.

Con la base de que las gotas lipidicas pueden observarse en situaciones de estrés celular o

deprivacién de nutrientes®?®

, realizamos también un ensayo de viabilidad mitocondrial que mostré
que la estimulacion con VIP no produjo alteraciones en la relacion potencial de membrana/masa
mitocondrial. Frente a niveles de ROS celular controlado, la via de NF-kB se encuentra inactiva,
mientras que si los niveles de ROS exceden la capacidad de amortiguacion del sistema REDOX, esta
via es activada desencadenando la produccion excesiva de factores inflamatorios como IL-1B, TNF-a,
ciclooxigenasa-2 (COX-2), entre otros®®? VIP disminuyé los niveles de ROS luego de 24h de
incubacién, lo que indica que en presencia de VIP la funcionalidad mitocondrial esta optimizada, y
también sugiere que una parte de la glucosa incorporada podria estar siendo metabolizada por la
PPP, generando més poder reductor por generacion de glutation reducido®.

La evidencia presentada hasta aqui sostiene a VIP como un regulador del metabolismo de

las células EVT durante estadios tempranos.

Luego, teniendo en cuenta que fetos VIP deficientes presentaban menor peso para la edad

132, como una primera aproximacién a la pregunta de si los efectos de VIP involucraban la

gestaciona
regulacion del transporte de nutrientes a través de la placenta, empleamos un modelo in vitro de
transporte a través de una monocapa de células BeWo y un modelo ex vivo de incorporacién de
nutrientes en explantos de placentas murinas VIP WT incubadas con antagonista de los receptores
VPAC. Dado que observamos que VIP aumentd el transporte de glucosa transcelular in vitro y que el
bloqueo ex vivo de la sefializacién por el VIP enddgeno disminuyé la incorporacién de nutrientes por

la placenta, acorde a lo observado en lineas celulares, decidimos evaluar el transporte in vivo en

cruzas deficientes en VIP para estudiar su rol en el metabolismo de la placenta, y para esto
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empleamos cruzas WTxKO y HTxHT para VIP, para poder distinguir los efectos de los aportes

maternos y fetales.

Observamos que las placentas VIP+/- de embarazos WTxKO presentaron un aumento en la
incorporaciéon de glucosa, asi como una mayor expresién de GLUT1 fetal y placentario en
comparacién con los sitios de implantacion WTxWT, y la inyeccién de VIP al dg6.5 tendidé a
reestablecer los niveles de expresion. La incorporacidon de glucosa in vivo en las cruzas HTXHT se
encontré ain mas aumentada que en las cruzas de hembras WT cruzadas con machos KO. Ademas,
mientras que los niveles de transporte transplacentario de glucosa en los sitios de implantacidn
WTxKO muestran una pequefia tendencia al aumento, el transporte transplacentario en los sitios de
implantacién VIP+/- de hembras HT aumentd significativamente en comparacion con las hembras
VIP normales. Finalmente, en contraste con los fetos deficientes en VIP de los sitios de implantacién
WTxKO que crecieron en un ambiente materno VIP normal, los fetos VIP+/- de hembras HT no
presentaron un peso fetal mds bajo en comparacion con los fetos control.

Con base en los trabajos que muestran la correlacién positiva entre la incorporacién de
glucosa uteroplacentaria y el consumo de glucosa placentaria, y que una metabolizacion diferente
por la placenta podria ser asociada a RCF, los resultados presentados aqui sugieren que el modelo
de prefiez deficiente en VIP utilizado al cruzar hembras WT con machos KO es un modelo adecuado
para estudiar mecanismos involucrados en RCF, asociado a una mayor incorporacion de glucosa por
la placenta y transporte transplacentario. Este modelo parece adecuado para el estudio de vias
metabdlicas en placentas y fetos también a lo largo de distintos estadios de la prefiez.

Nuestros reportes previos indicaron que el VIP producido por cTb es necesario para una
apropiada placentacion. Estos nuevos resultados muestran que incluso a niveles normales de VIP
materno, los sitios de implantacion de VIP+/- presentan alteraciones en la incorporacion de glucosa
que respaldan la relevancia de VIP placentario en la modulacion del transporte de nutrientes a
través de la placenta y el crecimiento fetal. Por lo tanto, a pesar de los mecanismos compensatorios
desencadenados por la deficiencia de VIP como se observé en los sitios de implantacién WTxKO, que
indujeron un aumento de la incorporacion de glucosa placentaria, otras vias metabdlicas podrian
estar afectadas subyacentemente al aumento de peso fetal en los fetos VIP+/-.

El hecho de que en explantos VIP WT incubados con antagonista de los receptores VPAC
hayamos observado una reduccién en la incorporacién tanto de glucosa como de aminoacidos,
sostiene el rol de VIP como péptido regulador endégeno del transporte, mientras que el aumento in
vivo de la incorporacién de glucosa estaria actuando como un mecanismo compensatorio asociado a
otros factores del metabolismo de nutrientes en la placenta?®®2®, en concordancia con cambios

observados en el sistema de IGFs y leptina en modelos deficientes en VIP?®. En este sentido,
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Sferruzzi-Perri y colaboradores informaron una interaccién similar entre el genotipo materno vy
placentario para reajustar la asignacién de recursos en un modelo murino con embarazo deficiente
en la isoforma p110a de PI3K, en donde placentas p110a+/- presentan adaptaciones funcionales
para aumentar el transporte de nutrientes hacia el feto a pesar de tener una superficie reducida®®’.
Teniendo en cuenta nuestros resultados que demuestran que VIP presenta una regulacidn cruzada
con mTOR en lineas celulares trofobldsticas, y que en este modelo de RCF las cruzas WTxKO
presentaron una expresién aumentada de mTOR y GLUT1, los resultados sostienen que la
deficiencia de VIP en cTb en Ultima instancia resulta en la activacion de vias de sefializacion que
promueven cambios metabdlicos, modulando la expresién de genes y aumentando la incorporacién
de glucosa.

Resulta importante destacar que si bien el transporte transplacentario en las cruzas WTxKO
resulta similar -o incluso mayor- al de las cruzas WTxWT, los fetos presentan RCF, lo que sugiere que
el transporte de glucosa de la placenta al feto no necesariamente correlaciona con la capacidad de
utilizacion fetal de glucosa.

Por otro lado, la descendencia de embarazos HTXHT presenta retrasos en el desarrollo
posnatal, independientemente de su genotipo, lo que sugiere que este déficit puede ser el resultado
de una insuficiencia de VIP materno durante la embriogénesis y respalda el papel de VIP materno en
la programacion fetal. De hecho Lim et al reporta que al dia 2 posnatal, las crias VIP+/- y VIP-/-
poseen menor peso que las crias de la misma camada VIP+/+2%%28 Nuestros resultados muestran
que al dgl7.5 los tres genotipos muestran aun los mismos pesos fetales, y similares a las cruzas
WTXWT. Sin embargo, el metabolismo en este estadio se encuentra ya desregulado, presentando un
transporte exacerbado. El mecanismo compensatorio observado en este caso podria estar ain mas
exacerbado que el de cruzas WTxKO por el ambiente materno deficiente en VIP, y el hecho de que
los pesos sean similares a los fetos de cruzas WTxWT sugiere que mayor transporte es necesario
para suplir las demandas fetales.

Mayores estudios son necesarios para poder evaluar la asociacion entre el transporte de
aminoacidos y el transporte de glucosa en este modelo, ya que no podemos descartar que el
incremento en la incorporacidon de glucosa sea una consecuencia de una disminucidon en el

transporte de aminodcidos. El efecto de VIP descrito en el metabolismo de 4cidos grasos?89-292

y los
resultados presentados en esta Tesis que demuestran su rol en la incorporacion por las células CTB
sugiere que el metabolismo lipidico en los fetos VIP+/- también podria estar alterado contribuyendo
a la disminucién en la ganancia de peso.

Es interesante resaltar el hecho de que en las cruzas HTxHT las alteraciones metabdlicas

parecen ser predominantemente causadas por el genotipo materno: el transporte transplacentario

exacerbado y el peso normal al dg17.5 independientemente del genotipo fetal reflejan mecanismos



Discusion | 123

metabdlicos compensatorios regulados por el entorno materno que ya se encuentra configurado en
una nueva homeostasis.

VIP ha sido previamente propuesto como un sensor de nutrientes y antidiabético basado en
su efecto estimulador a través de los receptores VPAC2 sobre la liberacién de insulina dependiente
de glucosa por los islotes pancredticos de rata?®. Estudios previos con ratones VIP KO mostraron un
fenotipo que se asemeja a la diabetes en algunos aspectos, con niveles elevados de glucosa e
insulina en ayunas y sin ayunar en plasma, pero con una respuesta de recompensa aumentada y
disminuyendo la ingesta, lo que sugiere mecanismos que balancean el metabolismo frente a la
deficiencia de VIP?®,

El analisis del comportamiento alimentario, las hormonas metabdlicas y la composicidn de
la masa corporal en ratones VIP KO de 5 a 22 semanas de edad, mostré un peso corporal reducido
asociado con un patrdn de secrecidn alterado de adiponectina, GLP-1, leptina, PYY e insulina®®2.

Teniendo en cuenta que se sintetizan altos niveles de receptor de insulina y diferentes
hormonas metabdlicas en la placenta murina y humana®>#42% y que los ratones VIP KO muestran
niveles séricos elevados de insulina y leptina?'®%%?, es posible que la regulacién por VIP de hormonas
metabdlicas sintetizadas por las células de la placenta esté produciendo la incorporacion
exacerbada y transporte transplacentario que observamos. De hecho, el embarazo se ha asociado
con una condicidn fisioldgica de resistencia a la insulina en humanos y ratones®*?%® y cabe destacar
que los niveles plasmaticos mas altos de glucosa e insulina en la diabetes gestacional resultan en
una produccion reducida de VIP por las membranas fetales humanas y el tejido adiposo visceral in

vitro®’.

Durante la ventana de implantacidn, los M@ exhiben principalmente un fenotipo M1, que se
transforma en una poblacion M1/M2 hasta finales del primer trimestre y la primera etapa del
segundo trimestre’. Este balance entre M1/M2 es fundamental para el mantenimiento de la
homeostasis inmunolédgica ya que un aumento en la poblacién M1 y una disminucion en la
poblacion M2 genera un ambiente proinflamatorio asociado a complicaciones en el embarazo como
PE, RCF y RSA’%1% con un aumento en citoquinas inflamatorias y una disminucion de citoquinas
antiinflamatorias.

Las células EVT secretan mediadores que reclutan y modulan el perfil de los Mo/M@
educdndolos en su respuesta efectora hacia perfiles M2-/ike®’>%>, Las evidencias al momento
sugieren que el inmunometabolismo en la interfase es clave determinando el mantenimiento de la
homeostasis, sin embargo aun no hay abordajes que permitan identificar las principales vias
metabdlicas activadas en esta interaccién?®3%, Basandonos en estas evidencias, en el segundo

capitulo de esta tesis estudiamos la reprogramacion metabdlica en el didlogo entre cTb y Mo/M@
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con la hipétesis de que los rearreglos metabdlicos preceden a la adquisicion del perfil funcional M2-
like y que los perfiles presentes regulan a su vez el metabolismo citotrofoblastico. Tanto las células
Swan 71 como las HTR-8 modulan estos perfiles hacia respuestas antiinflamatorias y

5 por lo que resultaron un modelo Util para este estudio in vitro. Més auln, resulta

tolerogénicas
muy interesante el hecho de que la induccidn de estos perfiles en M@ diferenciados in vitro, son
similares a los obtenidos en los dM@ aislados de placentas de primer trimestre?!?, teniendo en
cuenta que la clasificacion taxativa M1/M2 no siempre resulta representativa de las condiciones
fisiologicas in vivo, donde los complejos estimulos del microambiente varian rapidamente
resultando en una poblacién heterogénea, por lo que cada caso debe ser estudiado en
particular’®12137 Encontramos que factores presentes en el MC-Tb modulan el metabolismo de los
Mo y M@ estimulando la incorporacién de acidos grasos y educando a estas células que responden
metabdlicamente diferente frente a un estimulo inflamatorio ampliamente descrito como LPS E.
coli, en linea con la adquisicién de un perfil mayormente antiinflamatorio. A su vez, encontramos
también que los factores liberados por M@ con perfiles M1 regulan el metabolismo de las células
CTB hacia un estado de quiescencia metabdlica donde las células incorporan menos glucosa y su
migracion no difiere respecto al control sin estimulo. Presentamos evidencias a favor de un factor

que posiblemente se encuentra en el MC, el metabolito itaconato, que podria estar involucrado en

la modulacién de este metabolismo, con mayor incorporacién de acidos grasos.

Teniendo en cuenta que los Mo son reclutados a la interfase y que una gran parte de los

301 "evaluamos en primer lugar la respuesta metabdlica de los Mo

dM@ se originan de Mo circulantes
frente a factores trofoblasticos presentes en MC-Tb de células Swan 71 y HTR-8, evaluando la
incorporacién de glucosa, la incorporacién de LCFAs, la expresiéon de sus transportadores, y la
acumulacidn de gotas lipidicas citoplasmaticas. Todos estos ensayos fueron realizados a dos tiempos
de estimulacion, 20 minutos y 18h, teniendo en cuenta que la glucdlisis es una via que puede
activarse rapidamente dando lugar a la generacion de ATP de forma directa, y a su vez evaluando si
los cambios observados se mantenian del mismo modo a lo largo del tiempo, dando lugar a la
adquisicién del perfil funcional®°.

Los MC-Tb fueron obtenidos en medio RPMI-1640 2% SFB teniendo en cuenta que el
DMEM-F12 2% SFB no resulta la mejor opcién para el cultivo de Mo y M@, y basdndonos en
resultados propios donde las CTB en ambos medios de cultivo mostraron un comportamiento
similar. Aun asi, confirmamos también que en ambos medios la respuesta de los Mo y M@ fue la
misma.

Los Mo expuestos por 20 min al MC-Tb no presentaron cambios en la incorporaciéon de

glucosa comparados a los no estimulados, sin embargo al ser pre-incubados con el MC-Tb, la
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respuesta frente a LPS fue inhibida. Es importante destacar que observamos dos poblaciones que
incorporan glucosa en distintas cantidades. Teniendo en cuenta que entre los Mo circulantes se
encuentran los de baja y alta expresién de CD16 y que los Mo intermedios que coexpresan
CD14+CD16+ presentan mayor expresion del transportador GLUT1 y produccidon de citoquinas
proinflamatorias, es una posibilidad que los altos respondedores pertenezcan a esta subpoblacidn,
aungue aun no hemos podido confirmarlo en el laboratorio®°13%2, Méas adn, las células CD16+
patrullan evaluando el estado del endotelio e infiltrando los tejidos bajo condiciones normales asi
como en procesos inflamatorios3®. Sin embargo, luego de 18h toda la poblacién de Mo respondié
homogéneamente, indicando que la respuesta es similar en toda la poblaciéon. Si bien la
incorporacién de glucosa frente al LPS fue inhibida por la co-incubacién con MC-Tb por 18h, el MC-
Tb per se tendié a aumentar la incorporacién basal, resultado que se encuentra en linea con un
metabolismo més activo y mayor incorporacién de glucosa también en perfiles M2 respecto a M@
no activados!®3%, L3 expresiéon de glutl no correlaciond con los resultados de incorporacién de
glucosa, y se ha reportado que la citoquina IL-10 -que es producida por células CTB y Mo/M@ y estd
presente en el microambiente- inhibe la localizacién hacia la membrana de GLUT1 inducida por LPS,
lo que sugiere que aunque la expresidon se observe aumentada, estos transportadores podrian no
estar habilitando el ingreso de glucosa®*.

Observamos también que el MC-Tb indujo la incorporacidon de LCFAs, en concordancia con
las observaciones que indican que la FAO es caracteristica de perfiles tolerogénicos en estas células,
y en linea con un trabajo reciente de analisis de secuenciacién single-cell que muestra que los dM@
caracterizados por un metabolismo lipidico se encuentran disminuidos en mujeres con RSA?%, El
hecho de que los Mo estimulados con LPS hayan presentado una tendencia al aumento en la
incorporacién no resulta llamativo teniendo en cuenta que los LCFAs son también precursores de
diversas moléculas como las prostaglandinas, eicosanoides y tromboxanos involucrados en
respuestas inflamatorias, y también ocurre la acumulacidn de gotas lipidicas!'3%, En este sentido,
observamos el aumento en la acumulacién de gotas lipidicas citoplasmaticas en todas las
condiciones evaluadas. Las gotas lipidicas se reportan aumentadas en M@ en ambientes
inflamatorios asi como en ambientes antiinflamatorios dependiendo de los modelos evaluados y
sosteniendo distintas funciones en cada caso, por ejemplo la acumulacién para la posterior ruptura
y formacién de IL-6 sin oxidacién de los LCFAs en el primero, y la acumulacién para ruptura y
posterior FAO/TCA en el caso de los TAMs3%43% por lo que seria de interés a futuro confirmar la

funcién de estas gotas en nuestro modelo.

Respecto a esto Ultimo, cabe destacar que los TAMs, que representan una poblacién Unica

in vivo, comparten diversas caracteristicas con los dM@ y son un modelo interesante de estudio en
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relacién con los M@ de la interfase, del mismo modo que mencionamos anteriormente para células
CTB invasivas, mostrando nuevamente la relevancia del didlogo entre ambos tipos celulares. En
ambas situaciones se produce un alto reclutamiento de células inmunes por las células
tumorales/CTB, que frente al microambiente adquieren perfiles mas tolerogénicos vy
antiinflamatorios, estimulando la angiogénesis. El estudio del metabolismo en estos macréfagos
TAMs muestra perfiles particulares intermedios pero del tipo M2-/ike con caracteristicas similares a
las adquiridas por los dM@, con una activacion de la glucdlisis, mayor expresion de FAT/CD36 y
metabolismo lipidico sosteniendo la FAO, pero también una mayor FAS, y un metabolismo alterado
de glutamato, sosteniendo el crecimiento tumoral'®®. Mas aun, Wenes et al ha mostrado la
relevancia de la via de mTOR en un modelo tumoral murino, donde la activacion de mTOR es
antitumoral en TAMs en microambientes hipdxicos, pero protumoral en las células cancerosas??,
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en Mo que muestran que la modulacién del
metabolismo por los factores citotrofobldsticos sostiene la induccién de un perfil antiinflamatorio,
evaluamos a continuacidn el efecto de estos mismos factores sobre M@ diferenciados, para analizar
si esta reprogramaciéon metabdlica ocurre también en células residentes en el tejido, y evaluar su
plasticidad. Para esto utilizamos un modelo in vitro de diferenciacidn a partir de Mo con M-CFS por
5 dias, debido a su mayor similitud con perfiles M2 residentes en la placenta3®. Previo al anélisis de
la reprogramacién metabdlica, confirmamos la adquisicion de los perfiles funcionales en estos M@
luego de otras 24h de incubacién con nuestros estimulos, lo que mostré que el MC-Tb educa
fenotipicamente a estos M@, respondiendo diferencialmente al LPS con la inhibicién de marcadores
proinflamatorias como CD86 y citoquinas proinflamatorias como TNF-a, induciendo ademas la
produccidn de IL-10%77. IL-1B no solo es una citoquina proinflamatoria en contextos de infeccién sino
que actua como citoquina proimplantatoria durante la placentacion y es inducida por MC-Tb en
ausencia de LPS®3, por lo que no es llamativo que se encuentre inducida en presencia de ambos
estimulos, en paralelo con la disminucién de los otros factores evaluados y la produccion de IL-10.
Los M@ diferenciados expuestos a MC-Tb/LPS por 20min y 18h respondieron
metabdlicamente similar a los Mo, mostrando una inhibicion en la incorporacién de glucosa por LPS,
pero que fue mas marcada a 18h, y un aumento en la incorporacién de LCFAs, reafirmando que
tanto los Mo como los M@ son susceptibles a una reprogramaciéon metabdlica que sostenga la
homeostasis en la interfase, y que esta induccidn ocurre en paralelo con la adquisicidn del fenotipo.
De hecho, los resultados preliminares del test de estrés glucolitico mostraron menor glucélisis para
los macréfagos preincubados con MC-Tb, y el aumento en estas células respecto a la condicién basal
va en linea con los reportes que muestran que los M@ activados en perfiles M2 poseen mayor
actividad glucolitica que los M@ no activados!?®. Mds aun, la oligomicina no produjo cambios

observables en los M@+LPS, y esto se condice con los reportes recientes que muestran que los M@
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humanos diferenciados con M-CSF y estimulados con LPS, practicamente no dependen de la
mitocondria para la produccién de ATP'?’. El hecho de que la liberacidn de lactato tienda a
aumentar en los M@ estimulados con MC-Tb va en linea con lo anterior, y sugiere que las vias
metabdlicas activadas en la estimulacién con LPS asi como por el MC-Tb pueden coincidir en algunos
puntos, pero sostienen procesos diferentes. Teniendo en cuenta el aporte de altas concentraciones
de lactato presente en el MC-Th, aun no hemos podido dilucidar sus efectos dependientes de
receptores GPR81 ni a través de la incorporacién por transportadores MCT en nuestro modelo. Se
ha reportado el rol del lactato en la adquisicion de perfiles M2-like en los TAMs®, sin embargo estos
estudios se encuentran hechos en modelos murinos donde la arginasa-1 cumple un rol fundamental
en la adquisicién de este perfil, y recientemente hay algunos trabajos que muestran que en
humanos estos mecanismos no funcionarian del mismo modo?’. Otros trabajos con cTb reportan
que el acido lactico derivado de estas células podria inducir perfiles M2-like en ambientes de
normoxia (5% de oxigeno en la placenta), y en ambientes de hipoxia/anoxia -con altas cantidades de
acido lactico- inducirian perfiles M1-like y esto se encuentra asociado a RSA?, Resultados
preliminares de nuestro laboratorio mostraron que el lactato puro en concentraciones similares a
las que se detectan en el MC-Tb no induce los mismos rearreglos metabdlicos observados con el
MC-Tb sobre los Mo, por lo que el rol de este metabolito en el metabolismo y la adquisicidon de
perfiles M2-like aun requiere mas estudio. Los efectos del lactato u otros metabolitos acidos que
eventualmente se encuentran en el MC-Tb no parecen estar relacionados con una reduccién del pH
extracelular, ya que los ensayos fueron realizados a pH dentro del rango 7-7.6. Teniendo en cuenta
la diversidad de factores solubles y metabolitos que contiene el MC-Tb, resulta necesario continuar
con la evaluacion e identificacion de los principales desencadenantes de las respuestas metabdlicas
y fenotipicas observadas. En linea con los resultados presentados en el primer capitulo de esta Tesis,
que ponen de manifiesto el rol de VIP en el metabolismo de células CTB, resultados previos de
nuestro grupo mostraron que células Swan 71 silenciadas para VIP son incapaces de inducir un
fenotipo antiinflamatorio en Mo respecto a la inducciéon por células transfectadas con siRNA srcbl, y
mas aun, el MC-Tb de estas células fallé en inducir un aumento en la eferocitosis por Mo, en
comparacién con el aumento observado por la estimulacién con Swan 71 scrbl?4,

En consistencia con mayor glucélisis y un TCA interrumpido en los perfiles M1, un aumento
en la poblaciéon de M@ M1 resultaria en la acumulacién de succinato, que ha sido previamente
asociado a RSA y a la produccion de ROS por una ETC reversa en situaciones de isquemia-
reperfusién y condiciones de hipoxia3®%, lo que también se observa en embarazos con PE. Embarazos
con RCF también han mostrado aumentada la enzima PDK1, que sostiene la induccion de perfiles

M1, e inhibe a la enzima PDH reduciendo la actividad del TCA3%°,
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Teniendo en cuenta estos reportes, y que la poblacion de M@ en la interfase en las primeras
etapas de la placentacién estd compuesta por subpoblaciones M1 y M2, que promueven la
inflamacidn inicial pero su relacion y funcién debe mantenerse finamente controlada, nos resulté de
interés estudiar el impacto de factores M1 sobre el metabolismo de las células CTB. Para esto,
realizamos los ensayos ya descritos pero obteniendo MC-M1 luego de la incubacién de M@ con GM-
CSF+LPS. Las células CTB respondieron disminuyendo la incorporacién de glucosa y la expresion de
glutl y de las citoquinas proinflamatorias como IL-1B y TNF-a, sin modificar la incorporacién de
LCFAs ni la migracién celular, resultados que difieren de la respuesta de estas células a la
estimulacién in vitro con LPS, donde la expresion de citoquinas proinflamatorias aumenta. En
conjunto con los reportes de que los perfiles M1 inhiben la invasién trofoblastica, que un ambiente

301y nuestros resultados que

proinflamatorio excesivo resulta en una placentacidn deficiente
muestran que la activacién de la via glucolitica y la FOSFOX en células CTB promueven las funciones
celulares durante la placentacién, las observaciones en células CTB+MC-M1 sugieren que se

encuentran factores en el MC-M1 que modulan el metabolismo CTB y su funcién.

Entre los factores que pueden estar involucrados en los efectos del MC-M1 hipotetizamos
que el itaconato tiene un papel como posible mediador debido a que es producido en alta
concentracion en Mo/M@ frente a la estimulacién con LPS y en situaciones fisiolégicas de
inflamacién estéril, incluso detectdndose desregulado en suero en pacientes con PE?%, Resulta muy
interesante en el microambiente proimplantatorio por su expresion a tiempos largos luego de la
estimulacién, y su accidn de activacién de un programa antiinflamatorio luego de la adquisicidn de
perfiles M1. Frente al LPS, los M@ acumulan grandes cantidades de itaconato intracelular. Hasta el
momento, el punto de ruptura del TCA con induccién de itaconato e inhibicién de Ia
SDH/acumulacién de succinato resulta de particular interés, teniendo en cuenta que la acumulacion
de succinato se propone asociada a la activacidon de un programa proinflamatorio, pero a la vez seria
una seial de que el proceso inflamatorio esta siendo atenuado. La incubacién directa de CTB con el
metabolito itaconato, aumento la incorporacién de LCFAs y tendié a aumentar las gotas lipidicas
pero disminuyd la incorporacidn de glucosa sin modificar la migracidn. Aun falta mucha informacion
sobre los mecanismos de exportacién de itaconato fuera de la célula, y se ha propuesto que su
accion extracelular estda mediada por receptores especificos aunque se desconoce su estructura. Se
ha logrado cuantificar en algunos trabajos la concentracidn de itaconato intracelular y extracelular
en lineas celulares y en macréfagos de ratdn que varian en rangos de mM y UM respectivamente,
sin embargo al momento las concentraciones extracelulares en M@ humanos no estdn

defl n id35262'310'311



Discusion | 129

En este sentido, es posible hipotetizar que la adquisicion fisiolégica de perfiles M1 en la
interfase con funciones en la decidualizacidn e implantacién, vendria aparejado con la induccién de
un programa que limite esta induccidon con la producciéon de itaconato, regulando los perfiles
metabdlicos y funcionales de las CTB. Esta regulacién metabdlica pareceria ser importante en el
switch M1/M2 en las primeras etapas de la gestacién, teniendo en cuenta la relevancia del cambio
de perfil pro a antiinflamatorio para la evolucién normal de la gestacién. En linea con esta hipétesis,
estamos avanzando en el abordaje metaboldémico que permitra identificar este u otros metabolitos

como mediadores de la comunicacion inmune-trofoblastica en etapas tempranas de la gestacion.
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Hasta donde sabemos, este es el primer informe sobre el efecto de VIP en la incorporacion de
nutrientes por las células citotrofobldsticas y por la placenta tanto in vitro como in vivo. Los efectos
tendrian relevancia en todas las etapas del embarazo considerando las diversas funciones de las
células citotrofobldsticas que requieren fuentes de energia disponibles rdpidamente al principio de la
placentacion. La regulacion del metabolismo de las células citotrofobldsticas en el proceso de
placentacion resulta evidente para sostener un ‘didlogo’ trofoblasto-macrdfago decidual regulado,
manteniendo la homeostasis en el tejido y sosteniendo el crecimiento fetal.

La elucidacidn de las vias que modulan la incorporacion y el transporte de nutrientes por las distintas
células en la placenta, cuya regulacion se asocia a complicaciones gestacionales como la
preeclampsia, la RCF y la programacion fetal de enfermedades de la vida adulta, es crucial para
identificar genes marcadores como herramientas de diagndstico. La predisposicion a enfermedades
en la descendencia por programacion fetal sugiere que la deteccion temprana de alteraciones

metabdlicas placentarias podria prevenir enfermedades metabdlicas en la vida adulta.
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