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Resumen:

La placenta humana es un drgano transitorio altamente especializado que cumple
funciones metabdlicas, protectoras y endocrinas. Es fundamental en el transporte de
oxigeno, agua Yy nutrientes necesarios para que el feto se desarrolle de una manera
adecuada. Durante el desarrollo de la placenta humana, el trofoblasto se expande y se
diferencia en dos linajes: el citotrofoblasto (CTB) extravelloso, que invade los tejidos y
los vasos maternos; y el CTB velloso, que mediante un proceso de sincializacion dara
origen al sincitiotrofoblasto (STB) de las vellosidades, epitelio de transporte
responsable del intercambio de nutrientes, gases y productos de desecho entre la madre
y el embrion en desarrollo.

La hipoxia es un factor importante que regula la fisiologia placentaria. Durante la
gestacidn, la concentracidn de oxigeno se modifica, y estos cambios son esenciales para
la formacién y funcionalidad de la placenta. Es asi que hacia el final de la gestacion, la
hipoxia placentaria provoca un incremento en la presion sanguinea, lo cual dafia la
arquitectura de las vellosidades y aumenta el riesgo de vasoconstriccion, provocando
fenomenos de isquemia-reperfusion (hipoxia-reoxigenacion, H/R) que resultan en un
aumento del estrés oxidativo. Este modelo de H/R plantea que las concentraciones de
oxigeno en el espacio intervelloso fluctdan, aunque la oxigenacion general del feto se
mantiene.

En el presente trabajo se estudid el efecto de la H/R durante la diferenciacion del
trofoblasto, analizando parametros de sincializacién y de la composicion lipidica de las
membranas celulares. Nuestros resultados sugieren que los cambios en la tension de
oxigeno pueden alterar el proceso de sincializacion del trofoblasto, evento clave para la

adecuada funcionalidad placentaria.
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INTRODUCCION

1. La placenta:

La placenta humana es un drgano transitorio altamente especializado que efectua
diversas funciones vitales para mantener la supervivencia y promover el desarrollo
normal del feto. Se encuentra en un estado de constante crecimiento y diferenciacién
durante el cual provee una interfase inmune; transporta nutrientes, lipidos y agua entre
la madre y el feto, y expresa diversas sustancias que participan activamente en el
desarrollo y metabolismo materno-fetal (Gude NM. et al., 2004). Ademas, presenta una
organizacion progresiva y funcional que, de manera sincronica, se adapta a las

necesidades para el bienestar fetal (Acevedo Gallegos S. et al., 2008).

1.1. El Trofoblasto

El trofoblasto es la parte fetal de la placenta y el responsable de invadir el itero materno
durante la implantacion. Ademas de constituir una parte crucial de la estructura
placentaria, juega un importante rol en su fisiologia: el trofoblasto sintetiza hormonas
gue regulan el crecimiento y desarrollo fetal. Una de estas hormonas es el estradiol, que
favorece la proliferacion del endometrio y las glandulas mamarias, y la retencion de
calcio. Otra de estas hormonas es la progesterona, cuya funcion principal es la
conservacion del embarazo, contribuyendo a mantener la quiescencia miometrial;
mientras que la gonadotropina corionica humana (hCG) es una hormona que tiene un
rol central en la formacion de la placenta y en la regulacion de la sincializacion.

El trofoblasto es el primer tipo celular que se diferencia en el blastocisto. Conforma la
estructura basica del arbol velloso placentario y se diferencia en distintos tipos celulares

que se detallan a continuacion:



Citotrofoblasto (CTB): Son células poliédricas, mononucleadas, con citoplasma

granuloso y membranas bien definidas. Se disponen sobre la membrana basal del
sinciciotrofoblasto, quedando recubiertas por éste y formando las vellosidades
coridnicas. La actividad mitética de estas células suele ser intensa, se estima que al
menos la mitad de las células del CTB se encuentran en division. En cuanto a su
predominancia, el CTB es muy abundante hasta el segundo mes del embarazo, sin
embargo comienza a desaparecer gradualmente, y después de la semana 20 de gestacion
forma una capa discontinua sobre las vellosidades. Ademas de su alta tasa de
proliferacion, existe una alta tasa de diferenciacion celular, por la cual se generan otros
tipos celulares altamente especializados: el sinciciotrofoblasto (STB) y el trofoblasto
extravelloso (TEV).

Sinciciotrofoblasto (STB): Esta capa celular se origina por la fusién de las células del

CTB velloso mediante un proceso denominado sincializacion. EI STB presenta un
citoplasma continuo con mdaltiples nicleos entre los cuales no existe una membrana
celular que los delimite. Esta monocapa epitelial que reviste la vellosidad corionica
posee dos membranas: una membrana apical, en contacto con la sangre materna; y una
basal, en contacto con el CTB subyacente. Como el STB forma parte de la barrera
placentaria en contacto con la sangre materna, estas celulas especializadas son
responsables del intercambio de gases y nutrientes, y la secrecion de hormonas y
péptidos, cumpliendo un rol fundamental metabdlico madre-feto y en la homeostasis
del embarazo. La actividad proliferativa del STB es nula frente a su fuerte actividad

metabdlica.

Trofoblasto extravelloso (TEV): Es el componente trofoblastico que se ubica fuera de

las vellosidades corionicas de intercambio y conforma las vellosidades de anclaje. Una
vez que estas células proliferan, adquieren un fenotipo invasivo que logra adentrarse en
el estroma uterino. Asi, entra en contacto directo con las células inmunitarias y

estromales del utero materno. A su vez, invade las arterias espiraladas del endometrio



con el fin de remodelar las paredes vasculares y transformar una circulacion de alta
resistencia al flujo sanguineo en una de baja resistencia. Se distinguen dos tipos de TEV:
el TEV intersticial, que invade decidua y posteriormente miometrio para luego
fusionarse y convertirse en células placentarias gigantes; y el TEV endovascular, que
invade las paredes de las arterias. EI mecanismo del TEV endovascular consiste en
obstruir inicialmente la luz de las arterias espiraladas y asi entrar en contacto directo

con la sangre materna.

Debido a lo mencionado anteriormente, se puede concluir que el crecimiento y
mantencion de la superficie epitelial que cubre el arbol velloso depende de una
proliferacion celular continua del CTB, y por lo tanto, este mismo CTB se encuentra en

permanente recambio.

1.2. Estructura de la placenta: formacién de las vellosidades placentarias

Durante las primeras etapas del desarrollo, las células del CTB velloso proliferan
localmente y comienzan a formar proyecciones, dando origen a las vellosidades
primarias. Con el avance de la gestacién, las células mesodérmicas penetran estas
vellosidades y esta nueva estructura pasa a denominarse vellosidad secundaria.

Luego, las células mesodérmicas de la parte central de la vellosidad comienzan a
diferenciarse en células sanguineas y en vasos de pequefio calibre, que forman el sistema
capilar vellositario. Estas vellosidades se denominan terciarias o vellosidades

placentarias definitivas (Pogozhykh, O. et al., 2018) (Figura 1).
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Capilar velloso

A  Vellosidad B Vellosidad C Vellosidad
primaria secundaria terciaria

Figura 1: Estructura de las vellosidades primarias (A), secundarias (B) y terciarias (C).

Hacia las 8 semanas de gestacion, el trofoblasto esta compuesto por abundantes
vellosidades secundarias y terciarias ancladas a la lamina coridnica (corion liso o leve).
A medida que avanza la gestacion, las vellosidades contintan creciendo y

expandiéndose, lo cual origina el corion frondoso (Figura 2).
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Figura 2: Esquema representativo de la estructura placentaria.
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La placenta presenta dos componentes: una porcion materna o decidua basal y una
porcion fetal o corion frondoso/velloso, el cual se encuentra bafiado por la sangre
materna que circula en el espacio intervelloso (Figura 3).

Cara fetal: se caracteriza por ser lisa y tener un aspecto brillante, debido a la membrana
amniotica, a traves de la cual se logran visualizar los vasos coridonicos que convergen
hacia el cordon umbilical.

Cara materna: tiene un aspecto mate, esta en intima relacion con la cavidad uterina 'y

presenta entre 15 a 20 cotiledones, cada uno constituido por una vellosidad coridnica

precursora con todas sus ramas.

Decidua basal —> Porcion materna

Placenta

Corlon _5 poreién fetal

Decidua frondoso

parietal

Cavidad
amniotica

Cavidad

Saco
vitelino

Decidua

capsular .
Cavidad

uterina

umblical

Corion leve
Cara

MATERNA

FADAM

Figura 3: Esquema representativo de la unidad feto-placentaria

En las primeras etapas de la placentacion, el CTB comienza a invadir y entra en contacto
con las arterias espiraladas endometriales. Una vez que entra en contacto con las
paredes, llega a la luz de las arterias y bloquea la transferencia de células sanguineas

hacia la placenta, formando agregados y obstruyendo los extremos distales de los vasos.



Por ende, no se establece una comunicacion libre entre las arterias espiraladas y la
placenta hasta el final del primer trimestre. Este taponamiento dificulta la entrada de
células sanguineas maternas al interior de la placenta, lo que implica que el desarrollo
de la misma ocurre en un ambiente hipdxico (menos de 20 mm Hg de O,) hasta las 10-
12 semanas de gestacion. Durante el desarrollo de la placenta y de los principales
organos embrionarios, existe una alta vulnerabilidad a la perturbacion por radicales
libres. Es por eso que se cree que el taponamiento de las arterias espiraladas puede servir
como un mecanismo que contribuye a brindar proteccion, no solo a la placenta sino
también al feto frente al estrés oxidativo generado por los radicales libres. A su vez, se
postula que este bajo nivel de oxigeno inicial es necesario para prevenir la
diferenciacion del trofoblasto hacia un fenotipo invasivo (Parodi, C. et al., 2019). Al
final del primer trimestre, se comienzan a liberar los tapones generados por las células
trofoblasticas y se observa el comienzo del flujo de sangre materna al espacio
intervelloso. Este aumento del flujo sanguineo intervelloso esta asociado a un aumento
de la concentracién de oxigeno. Por lo descripto, la placenta humana es de tipo
hemocorial, lo que quiere decir que el tejido fetal penetra el endometrio hasta el punto

de estar en contacto con la sangre materna.

Para cumplir con su principal funcion como érgano de intercambio de sustancias entre
la madre y el feto, la morfologia general de la placenta ofrece una superficie de
sincitiotrofoblasto que ha sido estimada entre 10 a 14 metros cuadrados. Esta barrera
tiene un comportamiento dinamico influido por el movimiento de la sangre que ingresa
en forma pulsatil al espacio intervelloso. Hacia el final de la gestacién, la placenta pesa
entre 500 - 600 g y se observa como una estructura redondeada en forma de disco de
unos 25 cm de didmetro y unos 2,5 cm de grosor adosada a la cara interna del Gtero
(Figura 4).
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Figura 4: Esquema detallado de la unidad feto-placentaria, de la estructura placentaria y de la capa sincicial.

2. Rol del Oxigeno

El oxigeno cumple una funcion dinamica y vital durante la formacion de la placenta.
Dependiendo del estadio de desarrollo, los cambios que ocurran en la concentracién de
oxigeno pueden ser beneficiosos o perjudiciales para la gestacion. Por lo tanto se
requiere un ajuste fino de los niveles de oxigeno durante el embarazo ya que dicha

tension es un factor relevante en la fisiopatologia placentaria (Burton, G.J. et al., 2009).



2.1. Rol del oxigeno durante la formacion placentaria:

Durante los estadios tempranos, el desarrollo embrionario ocurre en un ambiente
relativamente hipoxico que actia como un regulador clave en la diferenciacion
temprana del trofoblasto. De hecho, las bajas tensiones de oxigeno estimulan al
trofoblasto a entrar en mitosis y asi lo mantienen en un estado proliferativo caracteristico
del desarrollo placentario temprano (Genbacev, O. etal., 1997). Hacia el final del primer
trimestre, se establece la circulacién materno-fetal, lo cual permite un flujo continuo de
sangre materna hacia el espacio intervelloso. Este aumento en la tension de oxigeno
podria ser uno de los factores criticos para completar el proceso de invasion y
diferenciacion del trofoblasto (Jaffe, R., et al., 1997).

Por lo tanto la hipoxia estimula la invasidn controlada, diferenciacion, supervivencia,
angiogenesis y vasculogénesis del trofoblasto. Sin embargo, en forma cronica se asocia
con una reduccion del crecimiento fetal y una alteracion del desarrollo placentario
(Huppertz, B. et al, 2006).

En el trofoblasto, el sensor molecular que detecta y responde frente a los cambios en la
tension de oxigeno es una proteina heterodimérica denominada HIF (Factor inducible
por hipoxia). El factor inducible por hipoxia tipo 1 (HIF-1) pertenece a la familia de
factores de transcripcion que median la respuesta a cambios en los niveles de oxigeno
intracelular. Dicho factor de transcripcion es un complejo proteico que en condiciones
hipdxicas es activado de manera exponencial, permitiendo aumentar la expresion de
genes especificos destinados a la regulacion bajo el estrés hipdxico generado. El factor
HIF también puede ser activado por algunos metales de transicion como el cobalto u
otros quelantes de hierro.

La estructura de este complejo es heterodimérica, estando constituido por dos
subunidades, a y B, siendo a la subunidad la regulada por oxigeno. Se ha observado en
trabajos previos, que el factor HIF-1a se activa bajo condiciones hipoxicas, pero ain
queda por profundizar en el mecanismo detras de su aumento en un fenémeno de H/R

(Wagner Grau, P. et al., 2011). Adicionalmente, trabajos previos de nuestro laboratorio



demostraron que la estabilizacién de HIF-1o altera el recambio celular del STB

mediante la activacion de la via intrinseca de la apoptosis (Aban, C. et al., 2016).

2.2. Estrés oxidativo y el fendmeno de Hipoxia/Reoxigenacion:

Hacia el final de la gestacion, un evento de hipoxia placentaria provocaria un incremento
en la presion sanguinea materna, lo cual dafiaria la arquitectura de las vellosidades
placentarias y aumentaria el riesgo de vasoconstriccion. Esta situacién provocaria
fenomenos de isquemia-reperfusion, que resultarian en un aumento del estres oxidativo
y la apoptosis del trofoblasto. Dichas alteraciones desencadenan una serie de eventos
que resultan en la liberacion de fragmentos apoptoticos a la circulacion materna. Esto
conlleva al desarrollo de patologias, siendo la preeclampsia una de las que posee mayor
tasa de morbilidad. La preeclampsia es un trastorno exclusivo del embarazo humano
caracterizado por una respuesta inflamatoria materna generalizada. Conocida como una
de las principales causas de morbilidad y mortalidad materna y perinatal, afecta del 5%
al 7% de todos los embarazos. El desencadenante del aumento del estrés oxidativo en
esta condicion patologica aun se desconoce, sin embargo se cree que la perfusion
placentaria intermitente, resultado de una invasion trofoblastica deficiente de las arterias
endometriales, conduce a un fendmeno de isquemia-reperfusion (hipoxia-
reoxigenacion). Es decir, laremodelacion defectuosa resulta en la perfusion intermitente
del espacio intervelloso, produciendo asi concentraciones fluctuantes de oxigeno en la
placenta (Huppertz, B. 2018).

Durante la fase de reperfusion, se generan especies reactivas de oxigeno (ROS) dentro
de la mitocondria. Este desbalance de las ROS conduce a una serie de eventos que
generan la pérdida de integridad tisular y contribuyen asi a la liberacion de fragmentos
del sincicio a la circulacion materna, proceso que se ve aumentado en patologias. La
magnitud del estrés oxidativo dependera del grado de lesién producida y en la

efectividad de las defensas placentarias antioxidantes. Por todo lo expuesto es de interés



profundizar en los conocimientos sobre los efectos de la hipoxia-reoxigenacion (H/R)

sobre el trofoblasto durante el proceso de sincializacion.

Sincializacion del trofoblasto:

La formacion del STB se da mediante un proceso llamado sincializacion, en el cual el
CTB se fusiona y se diferencia tanto a nivel funcional como bioquimico (Huppertz, B.
et al., 2008). Dicho proceso se inicia durante la implantacién y se mantiene hasta el final
de la gestacion, permitiendo la renovacion continua del STB.

La sincicializacion esta regulada por multiples factores autdcrinos y paracrinos que
incluyen factores de crecimiento, hormonas, citoquinas, actividad proteolitica, cambios
en la composicion y arquitectura de la membrana, sefiales intracelulares y factores de
transcripcion (Lyden et al., 1993; Alsat et al., 1996; Mi S. et al., 2000; Kudo, Y. et al.,
2003; Knerr, I. et al., 2005; Gauster, M. et al., 2009). Las células del CTB se someten a
un proceso de fusion previo a diferenciarse en STB, que se detalla a continuacion.

La fusion es un evento complejo que implica cambios morfoldgicos, formaciones de
uniones gap y la expresion de proteinas fusogenicas como son sincitina 1 y 2. Dicha
fusion sincicial permite la transferencia de proteinas, organelas, citoplasma y
membranas desde el CTB hacia el STB (Gauster, M. et al., 2009) y es de vital
importancia para el mantenimiento de su integridad y funcionalidad.

Por otra parte, la diferenciacion bioquimica permite que el sincicio sintetice diversas
proteinas que participan en el metabolismo, transporte y produccion de hormonas que
no se expresan en el CTB.

El STB presenta una actividad transcripcional que va disminuyendo progresivamente,
demostrado por el cambio morfoldgico del nacleo celular, que en el caso del CTB
presenta cromatina de estructura difusa, mientras que en el STB se observa una mayor
cantidad de cromatina condensada. A lo largo del embarazo, a medida que avanza la
gestacion, decae en un 50% la cantidad de ndcleos celulares en el STB (Fogarty, N. et
al., 2011; Huppertz, B. et al., 1999; Kar, M. et al., 2007). Dado que las células del STB



tienen baja capacidad de proliferacidn celular, la mantencion y expansion del sincicio
dependera de la incorporacion continua de las células del CTB mediante fusion sincicial.
De esta forma, el STB se mantiene funcionalmente activo.

Esta remodelacion continua sucede sobre la membrana basal del sincicio. Lo que ocurre
del otro lado, es decir sobre la superficie apical del sincicio, es la generacion de material
celular envejecido y desechable que es vertido hacia la circulacion materna envuelto en

una membrana protectora.

3.1. Marcadores de la Sincializacion

Existen diversos parametros utilizados como marcadores para estudiar el proceso de
fusion y diferenciacidn celular. Para detallar a los marcadores se dividirdn en dos
grandes grupos: los factores de transcripcion involucrados y las proteinas sintetizadas

en el STB.

Factores de transcripcion:

El factor de transcripcion GCM-1 (glial cells missing 1) se expresa principalmente en
el tejido placentario, y es clave para su desarrollo. Trabajos previos confirmaron que
GCM-1 promueve la fusion del trofoblasto mediante la regulacion positiva de la
expresion de proteinas fusogénicas, como es la Sincitina-1, de la que profundizaremos
a continuacion. Por ende, es clave su participacion en la diferenciacion de CTB a STB.
También se ha observado una reduccion de la expresion de GCM-1 en condiciones
hipdxicas, asociadas a trastornos del embarazo como la preeclampsia (Lu, X. et al.,
2016).

Una vez diferenciada a STB, se sintetizan proteinas que no se producian en el CTB o se
producian en significativamente menor cantidad, como la gonadotrofina corionica

humana (hCG) y la aromatasa.



Proteinas sintetizadas en el STB:

La expresion de proteinas fusogénicas es esencial para que ocurra la fusion celular,
siendo sincitina-1 la primera proteina identificada en la formacién del STB (Frendo,
J.L. et al., 2003). Ademas, este proceso requiere la participacion de moléculas que
promueven la agregacion y la comunicacion celular, como la E-cadherina y proteinas
del desmosoma (Gerbaud, P. & Pidoux, G., 2015.)

La diferenciacion bioguimica del STB comprende cambios en la biosintesis de varias
proteinas que estan ausentes en el CTB. EI STB expresa citoqueratina, hCG, lactogeno
placentario humano (hLP) y fosfatasa alcalina placentaria (hPLAP), entre otras. Estas
proteinas desempefian distintas funciones celulares, jugando un rol preponderante en el
metabolismo, el transporte y la produccion de hormonas. (Guibourdenche, J. et al.,
2009).

Una alteracion en la formacion y regeneracion sincitial durante la gestacion podria
afectar el crecimiento fetal y/o la progresién del embarazo y conducir a severas
patologias como la restriccion del crecimiento intrauterino (IUGR) o la preeclampsia
(Newhouse, S.M. et al., 2007).

Como se menciond anteriormente, el STB sintetiza hCG, una sialoglicoproteina
heterodimérica con dos subunidades, a y . La subunidad 8 determina las propiedades
bioldgicas e inmunoquimicas, es por eso que se utiliza B-hCG como marcador
molecular. La hCG es secretada inicialmente por las células trofoblasticas poco después
de la implantacién del embrion en la pared uterina. El rapido aumento de los niveles
séricos de hCG después de la concepcion lo convierte entonces en un marcador clave
para la confirmacion temprana y seguimiento del embarazo. Fisiologicamente, la hCG
cumple la funcion de mantenimiento del cuerpo lateo, el cual sintetiza progesterona y
estrégenos. A medida que avanza la gestacion, la placenta asume la produccion de
dichas hormonas. La hCG circula como molécula intacta en el suero de la sangre
materna (cuando no existen complicaciones), y es eliminada por via renal, donde las

subunidades se escinden.



Otro marcador relevante de la sincializacion es la aromatasa, enzima responsable de un
paso fundamental de la biosintesis de los estrogenos. Se expresa mayoritariamente en
STB, participando en la formacién de hormonas a través de la esteroidogénesis. En la
placenta humana, los andrégenos derivados de las glandulas suprarrenales maternas y
fetales son convertidos en estrogenos por la accién enzimética de la aromatasa

placentaria.

E-cadherina como marcador de sincializacion:

La E-cadherina, también conocida como molécula de adhesion dependiente de calcio
(CAM), presenta un rol importante en el proceso de sincializacion del CTB. Se ha
demostrado en trabajos anteriores (Coutifaris, C. et al., 1991) que la expresion de E-
cadherina en el CTB se ve aumentada. Interesantemente, E-cadherina presenta una
disminucién al inducirse la sincializacion de dichas células, hasta su desaparicion. Por
ende, la E-cadherina se expresa de manera dindmica segun el estado de diferenciacion

de CTB a STB, viéndose reducida cuanto mas diferenciada esta la célula.

. Relevancia de los lipidos

4.1. Funcion estructural y fisiologica en el trofoblasto

Los lipidos tienen una funcion estructural fundamental, al ser constituyentes de las
membranas celulares y mitocondriales del feto. Ademas son una importante fuente de
energia en la placenta, dado que aportan un alto valor energético. La inhibicion del
almacenamiento de lipidos implica una reduccién de la proteccién contra los dafios
provocados por especies reactivas del oxigeno, es asi que disminuye la supervivencia
de las células sometidas a hipoxia con posterior reoxigenacion. La composicion,

estructura y funciones de la bicapa lipidica de las membranas se modifican con el



progreso de la gestacion para ajustarse a las necesidades metabdlicas del feto en
crecimiento. En condiciones patologicas, se ha observado una alteracién en la
composicion lipidica de la membrana del sincitiotrofoblasto y una expresion anormal
de proteinas de transporte, alterando asi las funciones placentarias. Como hemos
mencionado anteriormente, la placenta media el transporte de nutrientes, y el
metabolismo y mantenimiento de una concentracion optima de &cidos grasos (AG). De
tal forma que para el desarrollo normal de la placenta, se mantiene el equilibrio y
biodisponibilidad materno-fetal de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga
(LCPUFAS).

4.2. Rol lipidico en el proceso de la sincializacion

La composicion lipidica tiene una importancia tanto estructural como fisioldgica, y es
por eso que dichos cambios durante el proceso de sincializacion también representan
una alteracion en las funciones de la célula diferenciada.

Existe una concentracion mucho mayor de LCPUFAs en el feto, lo cual indica que existe
una estrategia de paso unidireccional, dado por el gradiente de concentracion, siendo la
sangre fetal el extremo de menor concentracién. Dado que el STB es una célula
polarizada, la contribucion de cada fosfolipido es fundamental para determinar el
transporte desde la membrana apical del trofoblasto (en contacto con la circulacion
materna) hacia la membrana basal (en contacto con el endotelio) (Levi, L. et al., 2016).
El proceso de sincializacion también representa el inicio de una cascada apoptética que
involucra un giro de fosfatidilserina (PS) dentro de la membrana celular del CTB, lo
cual remarca ain mas la importancia de la composicion lipidica de la membrana. El
flujo de salida de aminofosfolipidos, particularmente PS, es esencial para la fusion del
trofoblasto. Se sabe ademas que la fusion del CTB se caracteriza por la salida del ciclo
celular, la fusién de membranas adyacentes mediadas por una o mas proteinas de fusion

entre ellas sincitina-1 y la reorganizacion de los componentes del citoesqueleto.



En cuanto a la importancia fisiologica, se conocen algunos AG que poseen funciones
claves en la placenta, tales como el &cido docosahexaenoico (DHA) (22:6 n-3), acido
eicopentaenoico (EPA) (20:5 n-3) (ambos pertenecientes a la familia de AG con
insaturacion n-3, conocido como omega-3) y el acido araquidénico (AA) (perteneciente
a la familia de AG con insaturacién n-6, conocido como omega-6). Ambos son
LCPUFAs y son vitales para muchos procesos fisiolégicos tales como vias de
sefializacidn, expresion de genes, y estructura y fisiologia de membranas. Tan
fundamentales son, que se depositan en las membranas celulares que forman la materia
gris, representando el 25% del contenido de AG cerebrales. Cabe destacar que dichos
AG tienen efectos sobre el crecimiento y diferenciacién neuronal a través de la
modulacion de las propiedades fisicas de las membranas neuronales, particularmente
tienen un rol importante en la neuroproteccién contra patologias degenerativas como el
Alzheimer y la enfermedad de Parkinson. Estas Gltimas dos patologias se encuentran
estrechamente asociadas con la disfuncion mitocondrial, neuroinflamacion y de nuestro
interés particular, el estrés oxidativo.

Se ha estudiado extensamente el rol que tienen los omega-3 y omega-6 en la gestacion,
en el Gltimo trimestre del embarazo y en los dos primeros afios de vida, y se conocen
los mecanismos bioldgicos implicados en la transferencia de DHA y AA de madre a
feto. Se destaca que la sangre fetal se encuentra relativamente mas enriquecida en DHA
y AA que la sangre materna, puntualmente habiendo una mayor acumulacion de los
mismos en el cerebro. El feto carece de la capacidad de sintetizar cantidades adecuadas
de LCPUFAS, es por eso que depende del transporte de éstos desde la madre a través de
la placenta. Una desregulacion en este transporte esencial podria resultar critico, ya que
el equilibrio de los LCPUFASs se puede ver impactado y generar anomalias en el
desarrollo y funcionamiento placentario. Algunas de las consecuencias de ésto es el
desarrollo de preeclampsia, IUGR, retraso del desarrollo neuroldgico, y un mayor riesgo
de desarrollar enfermedades en la vida adulta, como las mencionadas previamente
(Alzheimer y Parkinson). En cambio, la captura de AG mas cortos, como el &cido oleico

(OA) dentro de la célula trofoblastica en forma de gotas lipidicas puede retrasar su



transporte a la circulacion fetal. La capacidad que tienen las células del trofoblasto de
acumular dichos AG podria prevenir la acumulacion intracelular de moléculas

potencialmente toxicas.

4.3. Rol de los lipid rafts y caveolas

Los lipid rafts o balsas lipidicas son conjuntos dindmicos de microdominios compuesto
principalmente por esfingolipidos y colesterol ubicados en las membranas plasmaticas
celulares. Los lipid rafts incorporan o excluyen de forma selectiva proteinas, es asi que
se especializan y adquieren funciones distintas. Distintos tipos de balsas lipidicas
coexisten en la membrana celular, entre ellas estan las caveolas, que son particularmente
mas abundantes en células endoteliales (Linton, E. et al., 2003). Las caveolas son un
tipo particular de microdominio de membrana. Se describen como invaginaciones de la
membrana plasmatica (de 50 a 100 nm de diametro), que cumplen un rol esencial en la
endocitosis, el transporte de lipidos y la transduccidén de sefiales. La composicion
lipidica juega un papel importante en la regulacion de las propiedades biofisicas de las
bicapas lipidicas, permitiendo una adecuada formacion de las caveolas. Su principal
componente estructural esta representado por las proteinas de caveolina, actualmente se
han caracterizado tres isoformas de caveolina en mamiferos: caveolina 1, caveolina 2 y
caveolina 3 (cav-1, cav-2 y cav-3 respectivamente).

En la placenta humana existe una alta expresion de Cav-1 en las células endoteliales,
disminuyendo esta expresion en el CTB, células mesenquimales y STB. La reduccion
de Cav-1 a medida que el CTB se diferenciaa STB puede deberse al hecho de que ocurre
una pérdida de las membranas celulares laterales después de la fusion celular. A su vez,
se desconoce si las alteraciones en dicho proceso de sincializacion pueden alterar la
expresion de Cav-1. Se sabe que estan implicadas en la patogénesis de distintas lesiones
de érganos como la isquemia, en donde se produce un desajuste entre la produccion y
la utilizacion de energia, éstas condiciones se asocian con la expresion alterada de

caveolas o la redistribucién de caveolina.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1. Hipotesis general:

El proceso de sincializacion modifica la composicion lipidica de las membranas del
trofoblasto. Los eventos de hipoxia/reoxigenacion alteran la sincializacion, proceso

fundamental para un normal funcionamiento placentario.

2. Objetivo general:

Observar el proceso de la sincializacion del trofoblasto bajo distintas condiciones de
tension de oxigeno: normoxia e hipoxia/reoxigenacion. Analizar el efecto sobre la

composicién lipidica de las membranas plasmaticas.

3. Obijetivos especificos:

- Desarrollar un modelo de sincializacion del trofoblasto a partir de la linea celular BeWo.

- Verificar una efectiva sincializacién, evaluando los marcadores correspondientes.

- Determinar los cambios provocados por la hipoxia /reoxigenacion sobre los parametros
de sincializacion del trofoblasto.

- Determinar los cambios provocados por la hipoxia/reoxigenacion en la composicion

lipidica de la membrana plasmatica, tanto en CTB como STB.



PROYECTO FINAL DE INGENIERIA

MATERIALES Y METODOS




MATERIALES Y METODOS

1. Soluciones y Reactivos

Solucion/Reactivo Composicion
Medio de Cultivo DMEM/F-12 1:1 con HEPES, con 10% SFB
Forskolina 18 uL Fsk 50mM, 162uL. DMEM 0,5%

concentracion efectiva de uso: 25 uM

Cloruro de Cobalto CoCl; 10mM sn madre (se prepararon
concentraciones 100 uM, 75 uM, 50 uM)

Buffer RIPA Tris HCI 0,1975 g, Tris base 0,1514g, NaCl
0,81816g, Deoxicolato 0,19, EGTA 0,019¢

Buffer de Transferencia Tris pH 8,3 3,027 g, Glicina 14,41 g, Metanol 200
mL
Buffer de Corrida 5x Tris pH 8,3 15,1 g, Glicina 72 g, SDS 5¢
Reactivo de Bradford Etanol Absoluto 12,5 mL, Coomasie Blue 25mg,

H3PO4 85% 25 mL, H.0 187,5 mL

PSA 10% PSA 1 gen 10 mL H,Od

Tabla 1: Reactivos y Soluciones Utilizadas



2. Cultivo Celular:

Se utilizé la linea celular BeWo como modelo de estudio. Estas células derivan de
coriocarcinoma humano y representan un modelo de uso frecuente y aceptado para
estudiar el comportamiento del trofoblasto, incluida su diferenciacion en sincicios
multinucleados. Las células BeWo son comuUnmente utilizadas para el estudio del
trofoblasto debido a que representan un modelo in vitro eficaz en el que las celulas
forman una monocapa confluente sobre un soporte semipermeable. Dicha linea celular
es ademas facil de mantener y de tiempo de crecimiento relativamente corto, también
posee propiedades de secrecion hormonal como la de trofoblastos tipicos de tercer
trimestre. Una gran diferencia seria la incapacidad de las células BeWo de diferenciarse
espontaneamente en sinciciotrofoblasto, por lo que necesita de un tratamiento con
forskolina o adenosin monofosfato ciclico (CAMP) como estimulante (Bode, C. et al.,
2006).

Obtencion de muestras:

Se descongelaron diferentes crioviales de células BeWo para su cultivo y expansion
mediante técnicas de cultivo celular. Cada criovial corresponde a un experimento

independiente.

2.1. Control de Micoplasma:

El control de micoplasma se realizo de acuerdo a la técnica de Hoescht. La misma
consistio en la incubacion de células (previamente crecidas sobre un cubreobjeto, sin
llegar a confluencia del 100%) con Hoescht 33342 en medio de cultivo (concentracion
final 2ug/ml) durante 15 minutos en estufa. Posteriormente a esto, se realizé un lavado
con PBS y se montd inmediatamente en glicerina/agua 1:1. Una vez realizado este paso,

se observo en el microscopio de fluorescencia.



2.2. Ensayo de Viabilidad Celular:

Para medir la viabilidad celular, se realizd el ensayo MTT. Este ensayo colorimétrico
indica si las células presentan actividad metabolica activa, indicativo de que son células
viables para ser utilizadas en experimentos.

Se plaqued en una placa de 96 wells una cantidad de células que no llegase a saturar la
sefial del experimento, ésto significa que no se dejo que el crecimiento llegara a 100%
de confluencia. Para las células BeWo se calcularon 5000-8000 células por well, y el
ensayo se realizo por triplicado.

La solucién de reactivo MTT se prepard a una concentracion de 5mg/mL en PBS, y se
agregaron 20 uL del mismo a cada well, de tal modo que el volumen final fue de 200
uL. Se incub¢ a 37°C durante 1 hora, luego se resuspendieron los cristales en 150 uL de
DMSO con 2% v/v de glicina 0,1M pH=11. Para medir la reaccion colorimétrica, dentro

de los 30min de agregado del DMSO, se midio la absorbancia a 570 nm.

. Tratamientos:

3.1. Forskolina:
Inductor del proceso de sincializacion, se utilizé una concentracion de 25 uM
(Tabla 1)

Una vez llegadas a confluencia, las células BeWo se separaron en dos poblaciones y
alternativamente se las tratd con Forskolina. Asi, se obtuvieron dos poblaciones

celulares distintas:

1. Citotrofoblasto (CTB - BeWo sin tratar)

2. Sinciciotrofoblasto (STB - BeWo tratadas con forskolina)



3.2. Cloruro de Cobalto (CoCly):

Estabiliza al factor inducible por hipoxia (HIF1a), generando asi condiciones de
hipoxia quimica. De manera resumida, el CoCl; estabiliza HIF-1a por inhibicion
de la prolil hidroxilasa (PHD), a través del reemplazo de Fe por Co. Asi, esta
enzima no puede marcar a HIF-1a para su degradacion, dando lugar a un estado

intracelular similar a la hipoxia fisioldgica (Cervellati, F. et al., 2014).

3.3. Condiciones de hipoxia/reoxigenacion:

Posteriormente a ser diferenciadas en CTB y STB, las células fueron tratadas en

distintas condiciones de tension de oxigeno:

- Normoxia: el nivel de oxigeno no se encuentra alterado, se llevan a cabo los

procesos celulares con normalidad.

- Hipoxia/Reoxigenacion (H/R): se utilizO una camara de hipoxia glove box
(Billups-Rothenberg Inc, USA) gaseada con 2% O, - 5% CO, y con balance de
N, (Figura 5).

Figura 5: Representacion de sistema utilizado para generar condiciones de H/R: (1) Tanque de gas, (2)
Regulador, (3) Clamp, (4) Manguera, (5) Filtro inlet, (6) Manguera de inlet, (7) Medidor de flujo, (8)
Manguera de outlet, (9) Camara de hipoxia (Sagrillo-Fagundes, Clabault, Laurent, 2016).



Las células se sembraron y se dejaron crecer por 24 hs (Figura 6). Pasado ese tiempo
(tiempo 0 horas), se realiz6 una hipoxia de 3 horas (2% O,). Luego se reoxigen0 y se esperé
24 horas para una segunda ronda de hipoxia de 3 horas. Luego se reoxigeno y se cosecharon
las muestras a las 48 horas. En total fueron 48 horas del procedimiento, donde se realizaron
dos eventos de hipoxia (de 3 horas cada uno). Finalizado cada set experimental, se

colectaron células para su posterior analisis.

Hipoxia (3hs) >: Reoxigenacion (24 hs) | Hipoxia (3hs) . Reoxigenacion (18 hs) .
: T i :

Figura 6: Esquema representativo del procedimiento utilizado para generar H/R.

4. Verificacion de una efectiva sincializacion y efecto de la H/R

4.1. Extraccion y cuantificacion proteica:

Se cuantifico la masa de proteinas de cada experimento mediante el método de Bradford.
4.2. Western Blot:

A partir de las muestras cuantificadas, se calculo el volumen para sembrar la misma

masa de proteina en todas las muestras. Luego de preparadas, se hirvieron durante 5

minutos con Buffer de carga, y se sembraron en un gel de poliacrilamida.
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Running gel al 12%: 6,6 mL H,0, 8,0 mL mix
acrilamida 30%, 5,0 mL Tris 1,5M (pH 8,8), 0,2 mL
SDS 10%, 0,2 PSA 10%, 0,008 mL TEMED

Running gel al 15%: 4,6 mL H,0, 10,0 mL mix
acrilamida 30%, 5,0 mL Tris 1,5M (pH 8,8), 0,2 mL
SDS 10%, 0,2 PSA 10%, 0,008 mL TEMED

Gel de SDS Poliacrilamida

Stacking gel: 2,7 mL H,0, 0,67 mL mix acrilamida
30%, 0,5 mL Tris 1M (pH 6,8), 0,04 mL SDS 10%,
0,04 PSA 10%, 0,004 mL TEMED

Tabla 2: Protocolo para la preparacion de geles de poliacrilamida.

Las proteinas resueltas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa mediante
electrotransferencia humeda. Después se incubd la membrana en solucion de bloqueo
(5% p/v de leche en polvo descremada en 1% v/v de Tween-PBS), y se lavo la
membrana con Tween-PBS. Luego de esto, se incubaron durante la noche a 4°C con el

anticuerpo primario apropiado (todos provenientes de Santa Cruz Biotechnology).

- Analisis de Sincitina-1:

Se incubd con anti-Sincitina 1/100
- Analisis de Caveolina-1:

Se incubo con anti-Caveolina-1 1/300
- Anélisis de Aromatasa-1:

Se incub0 con anti-Aromatasa-1 1/100



Luego de tres lavados con Tween-PBS, las membranas se incubaron con anticuerpo
secundario anti-rabbit conjugado a peroxidasa (1/5000), a temperatura ambiente durante
1 hora (Jackson Immunoresearch Laboratories).

Las proteinas se visualizaron por quimioluminiscencia, mediante la incubacién con el
reactivo ECL (Sigma, St. Louis, Estados Unidos). Se detectd la emision de luz al

exponer la membrana en un Image Quant 350 GE Healthcare.

4.3. Cuantificacion de B-hCG total:

Se cuantifico la concentracion de B-hCG secretada al medio de cultivo. Para ello, al
finalizar los tratamientos de H/R, se rescaté el medio y se lo centrifugo (120009 por 5
minutos) para quitar las debris celular. En el sobrenadante resultante se cuantifico la
concentracion de B-hCG total, mediante el protocolo descrito en Architect System
(Total B-hCG, Abbott) .

4.4. Extraccion y cuantificacion de ARN

Para la extraccion de ARN total, en primer lugar las muestras se homogeneizaron en
Trizol, y luego se las dejo por 5 minutos a temperatura ambiente. Luego se les agregd
100 uL de cloroformo, se agit6 con vortex por 15 segundos, y se las dejo por 3 minutos
a temperatura ambiente.

Una vez pasado este tiempo, se centrifugaron (a 12000g por 10 minutos a 4°C), para
lograr una separacion de fases. La fase de nuestro interés es la acuosa. Una vez apartada
esta fase acuosa, se le agregé 250 uL de isopropanol, para generar un cambio de
solubilidad y asi la precipitacion del ARN. A continuacion, se centrifugaron las
muestras (1200g por 10 minutos a 4°C), y conservamos el pellet. Se realizaron lavados
del pellet con 400 uL de Etanol al 70% frio mediante centrifugacion (1200g por 5

minutos a 4°C).
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Una vez concluido esto, se retiré el etanol sobrenadante, se resuspendieron los pellets
con 25 uL de agua libre de RNAsa, y se almacenaron a -70°C.
Se cuantificd la concentracion de ARN total mediante nanodrop (Thermo Fisher

Scientific).

4.5. RT-PCR:

Para la RT-PCR, se utiliz6 el ARN total extraido previamente. Se realizo el protocolo
correspondiente a la enzima Promega M-MLV Reverse Transcriptase (Tabla 2). La
técnica se basa en la sintesis de cDNA a partir de moléculas de ARN, para la cual se

utilizé el protocolo descrito en la figura 7.

- Para la sintesis de cDNA:

para 1 reaccion para 8,5 reacciones
Buffer 2,5uL 21,25uL
dNTPs 10 mM 0,025 uL 5,31 uL
M-MLV (200 ug/uL) 0,5uL 4,25 uL
H20 para llegar a VI=5 uL 1,375 uL 11,68 uL

Tabla 3: Componentes del Mix utilizado para la RT-PCR.
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lug de muestra de ARN 1,5 uL Random primers

en P (0.2 ug/ul)
6ul. de H-O libre de ARNasa (
v

incubacion a 70°C por 5 minutos
(para desnaturalizar estructuras secundarias)

{} agregado de SuL de Mix RT

incubacion a 35°C por 1h

Figura 7: Protocolo descrito para la sintesis de cDNA.

- gPCR:

Los niveles de ARNm de GCM-1 se midieron cuantitativamente mediante qPCR en
RG6000 (Corvette) utilizando EasyTaq ADN Polimerasa (TransGen Biotech, Buenos
Aires, Argentina) y EvaGreen (Biotium). El programa utilizado fue de 5 min a 95°C (un
ciclo), sequido de 40 ciclos de 15 segundos a 95°C, 30 segundos a 60°C y 1 minuto a
72°C. Se utilizé como control interno al gen TBP (TATA-box binding protein), y en
todos los casos se incluyd un control negativo (sin templado). Los niveles de ARNm de

GCM-1 se normalizaron al de TBP y la expresion relativa se calculd usando el método

Z—AACt
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4.6. Inmunocitoquimica:

Como método de verificacion de una efectiva sincializacion, también corroboramos la
localizacion de E-cadherina mediante inmunocitoquimica, en muestras BeWo Control

y BeWo tratadas con forskolina.

Las celulas BeWo fueron crecidas en vidrios xilanizados. La fijacion se realizd con una
mezcla de &cido acético glacial: metanol (4:1) durante 15 min. Posteriormente, las
células fueron lavadas tres veces con PBS y blogueadas con leche 5% durante 1 h.
Luego, los vidrios fueron incubados con el anticuerpo primario E-cadherina (1:100)
overnight a 4°C. Al dia siguiente, los vidrios fueron lavados tres veces durante 10 min
con PBS y posteriormente incubados con anticuerpo secundario Alexa Fluor 488
(1:1000). Adicionalmente, se realizé una contratincion con DAPI. Para la observacion
de los preparados se utilizd un microscopio Nikon Eclipse 200 (NY, USA). Las

fotografias fueron tomadas con una camara digital acoplada al microscopio.

5. Analisis de acidos grasos:

Se trabajo en conjunto con el laboratorio de la Dra. Sabina Maté (Instituto de
Investigaciones Bioguimicas de La Plata, INIBIOLP-UNLP-CONICET) para el analisis
de la composicion lipidica de las muestras. Se enviaron muestras de C, C+F, C (H/R),
C+F (H/R), previamente cultivadas en flasks de T75 con el fin de obtener una cantidad

de muestra suficiente para el analisis.

Para el andlisis de lipidos totales (L T), el procedimiento se puede dividir en dos grandes
partes: la extraccion de LTs de las distintas muestras (Folch, J. et al., 1957), y el

posterior analisis de los mismos por cromatografia gas-liquido (GLC).

Brevemente, el mismo consiste en el agregado de 1 volumen determinado de muestra a

20 volumenes de cloroformo-metanol (2:1, v/v). La mezcla resultante se agitd con
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vortex y se filtré por papel de filtro. Luego se agregd al filtrado un 20% de su volumen
de agua, se agitd por inversion y se dejé durante la noche a 4°C para permitir la

separacién de dos fases: una superior metanélica acuosa y una inferior, cloroférmica.

La fase superior se separ6 por sifonacion y la inferior, con el extracto lipidico. Esto se
Ilevd a sequedad mediante corriente de N,. Dicho extracto lipidico se resuspendio en

cloroformo, a -20°C y en atmdsfera de N, para su posterior analisis.

Determinacion de la composicién de acidos grasos (AG) por cromatografia gas-liquido
(GLC):

La composicion de AG se determin6 por GLC de los respectivos ésteres metilicos
(EMAG). Si bien los AG pueden separarse como tales por GLC, las mejores
separaciones se obtienen con AG de cadena corta. En una muestra biologica se
encuentran habitualmente no sélo AG de cadena corta, sino también de cadena media y
larga, tanto saturados como insaturados. Es asi que se hace necesario transformar a los
mismos en sus ésteres metilicos, lo que los hace méas estables que los acidos grasos

libres.

La obtencion de los AG totales requiere la saponificacion previa de las muestras,
tratdndolas con alcali para hidrolizar los AG de los ésteres de colesterol, acilglicéridos
y fosfoglicéridos y convertirlos en jabones insolubles, en solventes poco polares,
utilizados para la extraccion de lipidos. Para ello se tomaron alicuotas de cada una de
las muestras, se les agreg6 una solucion de KOH al 10% (p/v) en etanol absoluto (libre
de carbonatos) en una proporcion de 8 mL por gramo de lipido, se gasearon con N, para
evitar oxidaciones y se calentaron en tubos tapados a 80°C durante 45 minutos. Los
lipidos insaponificables se extrajeron por agitacion de la fase alcoholica con 2 mL de

hexano, repitiendo esta operacion tres veces.

Completada la extraccion de lipidos insaponificables, se acidifica el medio con HCI para

desplazar el equilibrio hacia la formacién de AG, los cuales fueron extraidos por
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agitacion de la fase alcohdlica con 2 mL de hexano, tres veces. Los AG libres
provenientes de la saponificacion de los lipidos totales fueron metilados (Morrison, WR,
et al. 1964). La muestra se cargd en tubos de vidrio con tapa esmerilada, a los que se les
agrego 2 mL de trifluoruro de boro en metanol al 10%. Los tubos se gasearon con N,
se taparon y se colocaron a 64°C durante 1 h. Una vez transcurrido el tiempo, se agregd
a cada tubo 2 mL de hexano y 1 mL de agua; la muestra se agitd y, luego de la separacion

de fases, se recuper0 la fase superior para extraer con hexano los EMAG (2 veces).

Asi se conservaron las muestras a -20°C, bajo atmosfera de N, hasta el momento de ser
utilizados. Los EMAG fueron analizados en un cromatografo gas-liquido Hewlett
Parckard modelo 6890 con detector de ionizacidn de llama, sobre una columna capilar
DB-23 (J y W Scientific) de 30 m de largo.

El método de identificacion de los EMAG se basd en el tiempo de retencion relativo,
que es caracteristico de cada éster metilico, dependiente de la columna utilizada, de la
fase movil y de la temperatura, e independiente de otras condiciones experimentales.
Por ultimo, los picos fueron identificados comparando sus tiempos de retencion con los

tiempos de retencion de una mezcla de estandares de EMAG conocidos.
6. Andlisis Estadistico:

Para el analisis estadistico de los datos experimentales, realizamos la prueba T de
Student para los datos con dos agrupaciones, y una prueba de ANOVA seguida de la

Prueba de Tukey para los analisis con mas de dos agrupaciones.
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RESULTADOS

1. Cultivo Celular
Para conocer la calidad del stock de las células BeWo que fueron descongeladas, se
realizd6 una tincion con Hoechst con el objetivo de corroborar la ausencia de

micoplasma.

1.1. Control de Micoplasma:

Figura 8A'y 8B : Imagenes representativas de la tincién con Hoechst que

corroboran la ausencia de contaminacién por Micoplasma.

No se observan granulaciones en el citoplasma, sombra de la membrana plasmatica ni
vacuolizacidn fluorescente. Se observan sélo los nucleos, por ende se puede confirmar

que el cultivo no estd contaminado (Figura 8, paneles Ay B).
2. Verificacion de una efectiva sincializacion:
Como se detalld anteriormente, distintos pardmetros son utilizados para analizar el

proceso de sincializacion. En nuestro modelo, luego de incubar las células con 25uM de

forskolina, se realizaron mediciones a las 48 horas de cultivo para determinar si



efectivamente las células BeWo se sincializaron. Para ello se analizé la expresion

proteica de sincitina-1, principal proteina fusogénica, y se cuantificd los niveles de f3 -

hCG como estimacién bioquimica. Finalmente observamos por inmunocitoquimica la

distribucion de E-cadherina, proteina transmembrana que se encuentra involucrada en

la union célula-célula.

2.1. Cuantificacion Proteica

En primer lugar se realizd la cuantificacion proteica de las muestras que luego se

utilizaron para western blot. Para ello se utilizo el método de Bradford. El resultado se

muestra en la siguiente tabla.

Experimento
#9
#9
#9
#9

#11
#11
#11
#11
#12
#12
#12
#12
#28
#28
#28
#28

#29

#29
#29
#29
#29

Muestra
C
C+Co
C+F
C+F+Co
C
C+Co
C+F
C+F+Co

Co
C+F
Co+F
C
C+F
C (H/R)
C+F (H/R)
C

C+F
C (H/R)
C+F (HR)
C+Co75

Concentracion proteica (ug/uL)
0,69
1,01
1,12
1,05
1,50
1,02
1,46
1,08
2,35
1,24
2,10
1,50
1,98
2,44
2,24
2,65
2,16
2,94
1,84
2,65
1,34
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#29 C+F+Co50 2,70
#29 C+F+Co75 2,39
#29 C +F +Co 100 1,83
#30 C 2,16
#30 C+F 2,78
#30 C (H/R) 2,75
#30 C+F (HIR) 2,48
#30 C +F +Co75 2,45

Tabla 4 : Resultados de la cuantificacién proteica segin el método de Bradford

2.2. Western Blot: Analisis de sincitina-1;

El analisis por western blot (Figura 9) demuestra un claro aumento de las dos
subunidades de Sincitina-1 (50 kDa, 72 kDa), en particular de su subunidad catalitica
(banda superior), al tratar las BeWo con 25 uM de forskolina. Este resultado demuestra
de manera cualitativa el aumento del contenido proteico de Sincitina-1 al inducir la

sincializacion.

72 kDa
Sincitina-1
50 kDa

C C+F

Figura 9: Andlisis por WB del contenido proteico de sincitina 1: BeWo Control (citotrofoblasto) (C) , BeWo
incubadas con forskolina (sinciciotrofoblasto) ( C+F)
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2.3. Cuantificacion B -hCG

Otro pardmetro que evaluamos para determinar una correcta sincializacion fue la
concentracion de P—hCG liberada al medio, y se detectdé un aumento entre
citotrofoblasto y sinciciotrofoblasto. El citotrofoblasto sintetizd una concentracion de
(1,1 + 0,45) mUI/mL de p—hCG, mientras que el sinciciotrofoblasto sintetizé una
concentracion de (113,1 £ 47,95) mUI/mL de dicha hormona.

Este resultado junto con el analisis de Sincitina-1 demuestran que el tratamiento con 25

uM de Forskolina por 48 hs induce la sincializacion de las células.

2.4. Inmunocitoquimica:

A fin de corroborar la sincializacion, se realizo el ensayo de inmunocitogquimica para E-
cadherina para las células BeWo Control y BeWo tratadas con Forskolina. Como indica
la Figura 10, se logra visualizar la formacion de sincicios, indicada por la pérdida de
marca para E-cadherina, en las BeWo tratadas con Forskolina por 48 horas, lo cual

indica una correcta fusion celular.

BeWo BeWo+FSK

Figura 10: Inmunocitoquimica de E-cadherina en células BeWo. Las células fueron incubadas con medio 6

suplementadas con Forskolina. Flechas blancas indican la formacion de sincicios. Aumento x400
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3. Analisis de la sincializacion en Condiciones de Hipoxia/Reoxigenacion

Con el fin de analizar el efecto de la hipoxia-reoxigenacién sobre la sincializacién del
trofoblasto, se sometieron las células BeWo control y a las tratadas con Forskolina a

condiciones de H/R de acuerdo al esquema sefialado en Materiales y Métodos (Figura
6).

3.1. Ensayo de Viabilidad Celular:
En primer lugar se realizd un ensayo de MTT con el objetivo de determinar si la H/R

altero la viabilidad de las células.

La figura 11 muestra que la viabilidad de las células BeWo no se modifica bajo

condiciones de H/R.

1.94

1.0

Absorbancia
{relativa al C)

0.54

0.0
C C+F C C+F

H/R

Figura 11: Ensayo de Viabilidad Celular para las muestras C, C+F en condiciones de normoxia e H/R.
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3.2. Efecto de la H/R sobre la secrecion de B-hCG:

Con el objetivo de analizar si la H/R afecta al proceso de sincializacién, en primer lugar
se cuantificd la concentracion de B-hCG en el medio de cultivo.

La H/R no modifica la produccion basal de -hCG por el citotrofoblasto (BeWo control)
(Figura 12). E1 CTB de por si presenta escasos niveles de produccion de B-hCG.

En cuanto al efecto sobre el STB, pardmetro de relevancia, se puede observar en la
Figura 12 que el tratamiento de las celulas a condiciones de H/R causa una disminucién
de los niveles de B-hCG, lo cual nuevamente indica que dicha injuria esta generando un

impacto sobre el proceso normal de sincializacion.

En nuestro laboratorio previamente demostramos que el tratamiento con CoCl; altera la
apoptosis y el recambio celular (Aban, C. et al., 2016). Por ello, a modo de control,
incubamos células BeWo con diferentes concentraciones de CoCl, y demostramos que
para todas las concentraciones ensayadas disminuye la produccion de B-hCG,
sugiriendo que el proceso de sincializacion es sensible a los cambios en la tension de

oxigeno (Figura 13).

1201
ﬂ 1004
= C
T 80 -
B T
| .
=3
=
0]
U 40'
=
a 2
0- L =
C C+F C C+F
H/R

Figura 12: Cuantificacién de la concentracion de hCG medida como [hCG]/[proteinas] para las muestras C, C+F en

condiciones de normoxia e H/R. El resultado se muestra relativizado a la produccion de hCG de las muestras C+F.
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Los valores indicados para cada muestra, a, b, y ¢ indican a qué grupo de datos tiende cada resultado, habiendo
diferencias significativas entre cada letra. (Diferencia significativa, p-valor <0,05)
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Figura 13: Cuantificacién de la concentracion de hCG, medida como [hCG]/[proteinas] para las muestras C, C+F,
C (Co 75 uM), C+F (Co 50 uM), C+F (Co 75 uM), C+F (Co 100 mM). El resultado se muestra relativizado a la
produccion de hCG de las muestras C+F. Los valores indicados para cada muestra, a, b, ¢ y d indican a qué grupo
de datos tiende cada resultado, habiendo diferencias significativas entre cada letra.

(Diferencia significativa, p-valor <0,05)

3.3. Andlisis de caveolina-1:

Como se mencion0 anteriormente, la expresion de caveolina-1 disminuye con la
sincializacion. Los resultados obtenidos en normoxia demuestran que disminuye la
expresion proteica de Caveolina-1 cuando las células BeWo se diferencian a STB,

evidenciado por un marca mas tenue en las muestras C+F (Figura 14).
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Cav-1

C C+F

Figura 14: Anélisis por WB del contenido proteico de Caveolina-1, para las muestras BeWo Control
(citotrofoblasto; C) y BeWo incubadas con forskolina (sinciciotrofoblasto; C+F).

En cambio, en las muestras correspondientes a C y C+F en condiciones de H/R se puede
observar de manera cualitativa, que los niveles de Cav-1 no se ven disminuidos en las
células BeWo tratadas con forskolina (C+F) (figura 15). Esto indica que el proceso de

sincializacion normal se ve alterado o desregulado por la H/R.

Cav-1 M 22 kDa

C C+ C C+
H/R

Figura 15: Analisis por WB del contenido proteico de Caveolina-1, para las muestras BeWo Control

(Citotofoblasto) (C), BeWo incubadas con forskolina (sinciciotrofoblasto) (C+F), en condiciones de H/R.

3.4. Andlisis de Aromatasa-1:

La enzima aromatasa-1 es otra proteina cuya expresion se modifica con la
sincializacion. No se logro una efectiva visualizacion de Aromatasa-1 (58 kDa),
debido a una posible falla en el anticuerpo primario. Se ven manchas difusas que se

atribuyen a la técnica misma, no a bandas de proteina (Figura 16).
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Aromatasa-1 58 kDa

¢ CF C CFF

H/R

Figura 16: Analisis por WB del contenido proteico de Aromatasa-1

3.5. Analisis de la expresion de GCM-1 por qPCR

GCM-1 es el factor de transcripcion que promueve la fusion del trofoblasto, al regular
la expresion de proteinas fusogénicas de manera positiva, tales como Sincitina-1. Con
el objetivo de analizar si su expresion se altera en condiciones de H/R, se midieron los
niveles de ARNm mediante PCR en tiempo real.

Podemos observar que, aunque las diferencias no son estadisticamente significativas
con respecto al tratamiento con forskolina, la expresion de GCM-1 disminuye tendiendo
nuevamente a los valores obtenidos para el CTB, sugiriendo estos resultados que la H/R

desregula la expresion de este importante factor de transcripcion (Figura 17).
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Figura 17: Cuantificacién de los niveles de expresion de GCM-1. La indicacién de valores ab indican que los datos

tienden a los obtenidos en la categoria a. (Diferencia significativa, p-valor <0,05)

4. Anélisis de acidos grasos:

Como se detallé previamente, los lipidos presentan una funcion estructural fundamental
en las membranas celulares y mitocondriales del feto, ademas de su gran aporte
fisiolégico en una amplia variedad de funciones vitales, entre ellas la proteccién contra
ROS. La composicion, estructura y funcion de las bicapas lipidicas, compuestas por
AG, se modifican durante la gestacion, por ello es de nuestro interes analizar el posible
impacto de las condiciones de H/R sobre la composicién de AG en el proceso de
sincializacion del CTB.

En la tabla que se presenta a continuacion se detalla el contenido de &cidos grasos totales
de células BeWo control y tratadas con Forskolina, en condiciones de normoxia e H/R
(Tabla 5).

Luego de varias determinaciones se pudieron identificar y cuantificar (mediante

cromatografia G-L) 15 acidos grasos distintos, tanto saturados como insaturados,



siendo mayoritarios los AGs:

- 16:0 (Acido palmitico)
- 18:0 (Acido estearico)
- 18:1 (Acido Oleico, OA)

Es relevante destacar que surgio la necesidad de una puesta a punto, dado que en los
primeros ensayos realizados se lograron detectar sélo los acidos grasos mayoritarios.
Cuando se aumento el nimero de células y se optimizo el procedimiento utilizado, se
pudieron detectar acidos grasos minoritarios en contenido, pero de gran relevancia en

las funciones celulares:

- 18:3

- 20:4 (AA) (acido araquiddnico)

- 20:5 (EPA) (acido eicosapentaenoico)
- 22:6 (DHA) (&cido docosahexaenoico)

En cuanto a los cambios observados entre CTB y STB, se ven aumentados
significativamente en STB el AA y OA y disminuye considerablemente los niveles de
EPA y DHA.

Cuando analizamos el efecto de la H/R sobre la composicién lipidica de los principales
AG no detectamos cambios significativos en la mayoria de ellos. Sin embargo, el AG
que si evidencia un cambio apreciable entre normoxia e H/R es el 20:2 (Acido

eicosadienoico), perteneciente a la familia del AA.

Es relevante aclarar que las determinaciones de los acidos minoritarios debe ser
repetida para confirmar el efecto de la H/R sobre el contenido de estos AGs en la

membrana del trofoblasto.



C C+F C (H/R) C+F (H/R)

Acido graso Porcentaje Porcentaje Porcentaje Porcentaje
16:0 23,57 20,47 21,13 20,16
16:1n9 4,92 4,16 3,78 4,87
16:1n7 2,23 2,45 1,53 2,17
18:0 13,24 12,98 12,22 12,59
18:1n9 23,99 32,26 21,07 34,82
18:1n7 2,41 3,03 2,36 3,41
18:2 1,90 1,32 1,53 1,52
18:3n3 3,78 3,24 4,74 3,33
20:0 4,77 3,81 5,40 3,52

20:2 5,24 4,96 5,94 2,39

20:4 1,35 1,99 1,21 1,96
20:5n3 3,97 2,97 9,13 2,88
22:0 3,91 2,77 4,47 2,95
22:5n6 2,52 2,10 3,14 1,90
22:6 n3 2,20 1,50 2,35 1,54

% de Omega 3: 11,30 9,7 17,4 9,7

Tabla 5: Contenido de AG totales en las muestras de C, C+F, C (H/R), y C+F (H/R). Se muestran resaltados los
AG de mayor relevancia.



PROYECTO FINAL DE INGENIERIA

DISCUSION

54



DISCUSION

La placenta es un organo especializado que a traves de sus funciones vitales promueve
la supervivencia y desarrollo normal del feto. La fisiologia placentaria es dinamica, por
lo cual a lo largo de la gestacion los requerimientos cambian para sostener una correcta
homeostasis. Un desequilibrio de este complejo proceso puede contribuir al
desencadenamiento de patologias gestacionales como la preeclampsia (PE). Se ha
reportado que las placentas de gestaciones preeclampticas presentan una desregulacion
del proceso de sincializacion, asi como una alteracion en el grado de proliferacion y
diferenciacion del CTB, registrandose incrementos en los niveles de apoptosis
(Langbein, M. et al., 2008). Aunque la etiologia de la PE no ha sido establecida, esta
patologia se ha asociado a una deficiente placentacion, con escasa remodelacion de las
arterias espiraladas uterinas (Roland, C.S., et al., 2016). La reduccién del flujo arterial
utero-placentario provoca episodios de perfusiéon irregular, generando hipoxia
intermitente y reoxigenacion, que finalmente contribuyen a la disfuncién placentaria
observada. Una alteracién en la formacién y regeneracion sincitial durante la prefiez
podria afectar el crecimiento fetal y/o la progresion de la gestacion, sin embargo adn no
esta claro el efecto de las fluctuaciones de tension de oxigeno en el proceso de
diferenciacion de CTB a STB, células especializadas de la placenta.

Durante el embarazo, hay un proceso constante de renovacion del STB, el cual es
mantenido por los CTBs subyacentes. Las células de CTB se dividen asimétricamente
para producir una célula hija que se diferencia y se fusiona con el sincitio, y otra que
permanece en la agrupacion de células progenitoras. Este delicado proceso es finamente
regulado para que la estructura funcional de la placenta se mantenga hasta el término de
la gestacion.

Las lesiones de tipo isquemia-reperfusion representan la generacion de un ambiente

hipdxico, es decir de baja tension de oxigeno, con el posterior reingreso de oxigeno al



tejido. Este tipo de lesion conlleva no sélo a dafio tisular por especies reactivas de
oxigeno, sino también a una modificacion en los procesos celulares.

Como mencionamos anteriormente, investigamos el efecto de la H/R en el proceso de
diferenciacion del trofoblasto. Para ello, se puso a punto un modelo de diferenciacion
celular, a partir de células BeWo, y posteriormente se analizaron mediante distintos
parametros los efectos de las condiciones de H/R.

La forskolina es un diterpeno producido por la planta Coleus forskohlii que activa la
enzima adenilil ciclasa (AC) e incrementa los niveles intracelulares de AMPc. Debido
a que las células BeWo no logran sincializar espontaneamente, se realizaron
incubaciones con este inductor quimico para que el CTB se diferencie en STB.
Utilizando los distintos marcadores, previamente detallados, se verificd una efectiva
sincializacion, logrando asi poner a punto un modelo de sincializacion del
citotrofoblasto.

En el presente trabajo demostramos que, bajo las condiciones de cultivo establecidas,
las células BeWo sincializan dado que dos de los principales parametros (expresion de
la proteina fusogénica sincitina-1, e incremento en los niveles de p-hCG), mostraron
aumentos significativos cuando las celulas fueron tratadas con forskolina.

La desaparicion de la E-cadherina en las uniones celulares ha sido utilizada como
indicador de la formacion de sincitios (Coutifaris C., et al., 1991.). Para corroborar los
resultados obtenidos realizamos ensayos de inmunocitoquimica para E-cadherina. En
dicho ensayo se pueden visualizar la formacién de sincicios entre las células, lo cual
confirma un modelo de diferenciacion celular efectivo.

Trabajos previos han demostrado que la condicion de hipoxia induce numerosos
cambios, siendo relevantes los dafios que se producen a nivel de la fusion celular, la
sincializacion y la induccion de la apoptosis. Tanto en cultivos de citotrofoblasto
aislados sometidos a hipoxia (Hardy, DB. et al., 2002) como en la linea celular BeWo,
las bajas tensiones de oxigeno suprimen este proceso (Kudo, Y. et al., 2003). Sin
embargo, ain no se ha explorado el efecto de la hipoxia intermitente (proceso que

acomparna diversas situaciones patologicas) en la sincializacion del trofoblasto.



Para el desarrollo del presente proyecto pusimos a punto un modelo en el cual
realizamos dos eventos de hipoxia/reoxigenacion durante el periodo de sincializacion,
con el fin de investigar si estos cambios en la tension de oxigeno provocan
modificaciones en el recambio celular del trofoblasto.

En primer lugar, mediante un ensayo de MTT, corroboramos que nuestro modelo no
altera de manera significativa la viabilidad de las células. Analizamos entonces
diferentes parametros de sincializacion, demostrando que varios de ellos se vieron
alterados, y que los efectos fueron detectados principalmente sobre el STB. Detectamos
una disminucion significativa en la secrecion de B-hCG, lo cual concuerda con una
menor cantidad de sincicios formados en condiciones de H/R. Este resultado es acorde
a lo informado por otros (Esterman, A. et al., 1996), quienes demostraron que en
condiciones de hipoxia hay una marcada disminucion de -hCG. A modo de control, en
el presente trabajo incubamos células BeWo con cloruro de cobalto, inductor de hipoxia
quimica, demostrando que el sistema es sensible a los cambios en la tensién de oxigeno

asi como a la estabilizacion de HIF-1a.

Dado que el proceso de sincializacion implica un remodelado de membranas, al
fusionarse las células es esperable observar una disminucion en la expresion de cav-1,
tal como lo detectamos en la figura 14. Sin embargo, cuando las células fueron
sometidas a H/R la expresion de la misma no disminuye sino que se mantiene constante
0 aumenta, sugiriendo que esta injuria afecta el remodelado de las membranas.
Posteriormente analizamos la expresion de otra proteina que se expresa principalmente
en el STB, la Aromatasa-1, crucial en el proceso de esteroidogénesis placentaria. En
este caso no logramos detectar por western blot la expresion de la misma, lo cual nos
deja a la espera de poder realizar nuevamente otros ensayos que nos permitan concluir
qué ocurre con esta enzima en condiciones de H/R.

Por ultimo investigamos en nuestro modelo de H/R la expresion de GCM-1, factor de

transcripcion que regula la expresion de la principal proteina fusogénica, sincitina-1.



Hasta el momento los resultados sobre la expresion de este factor de transcripcion son
controversiales. Algunos trabajos demuestran que cuando el trofoblasto aislado de
placenta a término es cultivado en 1% 02, se reducen los niveles de los transcriptos de
GCM-1y Sincitina-1 y estas variaciones perturban el proceso de fusion celular (Wich,
C. et al., 2009). Otros trabajos afirman que bajas tensiones de oxigeno no alteran la
fusion del CTB (Depoix et al., 2013), o sugieren que los efectos son diferenciales
dependiendo de si el modelo de estudio son explantos o células de citotrofoblasto
aislado (McCaig, D. et al., 2009). Los resultados obtenidos en nuestro modelo sugieren
que los eventos de H/R disminuyen la expresion de este crucial factor de transcripcion,
aungue son necesarios experimentos adicionales en la linea celular BeWo para concluir
el rol de la tensién de oxigeno sobre GCM-1. Los presentes hallazgos estan en
consonancia con los complejos efectos del oxigeno en funcion de las condiciones

utilizadas.

Dado que el proceso de sincializacion es un evento que implica la fusién de membranas
celulares, es esperable un remodelado de la estructura y composicion de dichas
membranas. Es por ello que nuestro interées se focaliz0 también en analizar la
composicion fosfolipidica de las membranas, con el fin de estudiar las alteraciones
producidas a nivel lipidico durante la diferenciacion celular.

Para realizar el analisis sobre la composicion de acidos grasos (AG) de las muestras, se
trabajo en conjunto con la Dra. Sabina Maté, especialista en lipidos del Instituto de
Investigaciones Bioquimicas de la Universidad Nacional de La Plata. Con la
colaboracion de la Dra. Maté se analizo la composicion de AG totales obtenidos a partir
de cultivos de CTB y de STB, tanto en condiciones de normoxia como en H/R.

En el analisis de AG realizado en este trabajo se observa un aumento en el porcentaje
de AA y DHA con el proceso de sincializacion. Se sabe que estos AG, sobre todo el
20:4 (AA), 20:5 (EPA) y el 22:6 (DHA), desempefian funciones clave en el desarrollo
y maduracion del sistema nervioso del feto, por lo que la placenta cumple un rol

fundamental en su captacion selectiva desde la sangre materna hacia la sangre fetal.



En particular, el AA 'y el DHA ejercen sus funciones metabodlicas formando parte de la
estructura de los fosfolipidos de las membranas celulares, y por su alto grado de
poliinsaturacion, estos AGs le aportan gran fluidez a las membranas.

Es reconocido que el cerebro fetal contiene un 60% de su peso seco en lipidos; de ellos
un 40% son AG poliinsaturados de cadena larga, y de éstos un 10% es AA y un 15% es
DHA. El AG de mayor proporcion en la retina es el DHA, que junto con el AA, suponen
maés del 45% del total de los de AG poliinsaturados. Por ello, una alteracion en estos
AGs durante el embarazo puede tener repercusiones importantes en la funcionalidad de

éstos Organos.

En relacion al efecto de la H/R sobre la composicion lipidica, podemos decir que de
manera global, no se observan grandes modificaciones en las proporciones de los AG
analizados cuando las células son sometidas a H/R durante el proceso de sincializacion.
Sin embargo, es interesante destacar el efecto del mismo sobre el EPA en CTB,
observamos un aumento de 2,2x en condiciones de H/R. Sin embargo, no se observa un
cambio significativo en el STB. Este aumento pronunciado podria llegar a atribuirse a
alguna respuesta ante el estrés oxidativo, resultando en el aumento de este acido graso
en particular.

Es de especial relevancia destacar que se identificaron casos de mujeres que, transitando
la semana 16-18 de gestacion, presentaron elevados niveles de OA, PA y éacido
linoleico, y estas mismas mujeres posteriormente desarrollaron PE (Lorentzen, et al.,
1998). Por ende, la desregulacion del metabolismo de los AG en la unidad
fetoplacentaria podria ser un factor clave a analizar en diferentes patologias

gestacionales.

Es importante destacar que en el presente trabajo de investigacion se utiliza un modelo
de H/R que simula posibles situaciones a las que puede estar sometido el trofoblasto
durante la diferenciacion celular. Sin embargo no se conocen cdmo son in vivo los

fenomenos de H/R en cuanto a su frecuencia y cambios en la tension de oxigeno, por lo



que este modelo tiene sus limitaciones. Las diferencias observadas entre los resultados
obtenidos en el presente trabajo y lo expuesto por otros investigadores pueden atribuirse
no solo a los cambios en la tension de oxigeno simulados sino a las diferentes muestras
utilizadas (explantos de placentas, trofoblastos de primer trimestre, trofoblastos de
tercer trimestre o lineas celulares establecidas). Por esto, se considera importante
estandarizar las condiciones experimentales adecuadas que permitan mimetizar el
microambiente placentario de las distintas etapas de la gestacion, con el fin de confirmar
si los cambios en la tension de oxigeno en el microambiente placentario tienen o no un

efecto deletéreo sobre el proceso de sincializacion.

La profundizacion de estos estudios permitird conocer de manera efectiva el efecto de
la H/R sobre el proceso de sincializacion, permitiendo esclarecer las alteraciones
ocurridas en diversas patologias que se relacionan con este evento, como la

preeclampsia.
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CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en la presente tesis, podemos concluir que:

- Las células BeWo demuestran ser un excelente modelo para el estudio de la
sincializacion.

- Se puede verificar la sincializacion mediante el estudio de distintos parametros.

- La sincializacion modifica la composicion lipidica de las membranas.

- Se observa que los eventos de H/R alteran el proceso de sincializacion.

Todos los experimentos de la presente tesina se realizaron a lo largo de 2019 hasta
marzo 2020 en donde comenzd la situacion de la pandemia por COVID-19. La
profundizacidn del trabajo se vio acotada por dicha limitacion, aln asi las evidencias
postuladas nos permiten sugerir que los eventos de H/R desregulan el proceso de

sincializacion, evento clave para el normal funcionamiento placentario.
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