EVALUACION DE FasL Y TRAIL EN MICROVESICULAS PROVENIENTES DE
CULTIVOS DE EXPLANTOS DE PLACENTA DE MUJERES CON
PRECLAMPSIA
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1. INTRODUCCION

La preeclampsia (PE) es un desorden hipertensivo del embarazo que causa mortalidad y
morbilidad fetal, neonatal y materna. Segun los datos de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) la incidencia a nivel mundial es del 2-8% de los embarazos (GDM, 2019) y en
Colombia de aproximadamente el 30% (Khan, Wojdyla, Say, Gililmezoglu, & Van Look,
2006). La mortalidad materna asociada a esta patologia es del 2,8% en el Reino Unido (2011-
2013), 7,4% en los EE. UU. (2011-2013) (Shennan, Green, & Chappell, 2017), 9% en Asia
y Africa, 26% en América Latina y el Caribe (Steegers, von Dadelszen, Duvekot, &
Pijnenborg, 2010) y del 14,7% en Colombia (Instituto Nacional de Salud, 2018).
Adicionalmente, se estima que la cuarta parte de las muertes fetales y neonatales mundiales

esta asociada con esta patologia (500.000 neonatos por afio) (Duley, 2009).

Durante el desarrollo de la PE se ha descrito un aumento en la proliferacion y fusion del
citotrofoblasto (CT), remodelaciéon anormal/incompleta de las arterias espirales uterinas
(AEU) e invasion fallida del trofoblasto, placentacion anormal, insuficiencia placentaria y
aumento en la liberacion de factores placentarios y vesiculas extracelulares (VE) con
propiedades proinflamatorias, antiangiogénicas, protromboticas y apoptoticas, posiblemente
involucradas en la inflamacion sistémica, disfuncion endotelial y compromiso multisistémico

caracteristicos de esta patologia (Tannetta, Masliukaite, Vatish, Redman, & Sargent, 2017).

Aunque su etiologia y fisiopatologia ain no son completamente claras, existe evidencia que
indica, que la alteracion de la apoptosis (mecanismo de muerte celular programada), esta
asociada con la reduccion o formacion irregular del sincitiotrofoblasto (STB), alteracion en
la remodelacion de AEU, aumento en la produccién de citoquinas proinflamatorias,

disminucién en la inmunotoleracia materno-fetal, activaciéon o aumento en la expresion de



proteinas apoptoticos como FasL y TRAIL en VE liberadas por la placenta y por consiguiente

al desarrollo de la PE (Sharp, Heazell, Crocker, & Mor, 2010).

Stengvist et al., evidenciaron y compararon la expresion de FasL y TRAIL en exosomas
provenientes de placentas en estadios temprano (8-14 semanas) con exosomas aislados de
placentas de embarazos a término, ademds demostraron la capacidad de estas VE en la
induccion de apoptosis de células inmunes activadas de manera dosis dependiente. Por
consiguiente, este trabajo se enfoca en la identificacion, cuantificacion y comparacion de la
expresion de FasL y TRAIL en exosomas y cuerpos apoptoticos aislados de cultivo de
explantos de placenta provenientes de gestantes diagnosticadas con preeclampsia y gestantes
sin complicaciones durante el embrazo, adicionalmente, se pretende evaluar la capacidad de
estas VE en la induccién de apoptosis de células T (linea celular Jurkat) como posible

mecanismo de alteracion en la inmunotoleracia materno-fetal caracteristica de esta patologia.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Recoleccion de muestras

Este estudio se llevo a cabo en el Hospital Universitario San Ignacio (HUSI), entre febrero y
diciembre de 2018. Las muestras utilizadas fueron placentas de gestantes sanas, que cursaron
su embarazo sin ningun tipo de complicacion y recién nacidos sanos (controles; n=7) y
placentas de gestantes con diagnéstico de preeclampsia (casos; n=14). Los casos se dividen
en 2 grupos de 7 muestras: Preeclampsia de inicio temprano (placentas provenientes de
cesareas cuyas madres fueron diagnosticadas con PE <34 semanas de gestacion y
Preeclampsia de inicio tardio (placentas provenientes de cesareas cuyas madres fueron

diagnosticadas con PE >34 semanas de gestacion).

Inicialmente, Se reviso la historia clinica de las posibles participantes y se establecio si
cumplian con los criterios de inclusioén del estudio. Posteriormente se les informd sobre el
proyecto y al acceder a participar en el mismo, se procedid a firmar el consentimiento

informado (aprobado por el Comité de Etica del HUSI).

Las placentas se tomaron de partos por cesareas, se trasladaron en contenedores plasticos a

Patologia, donde fueron almacenadas a 4°C hasta su procesamiento (<12 horas).



2.2. Cultivo de explantos

Por medio de diseccion estéril se separd un cotiledon del resto de la placenta, se retiraron las
placas corionica y basal del mismo, utilizando pinzas y bisturi. Se realizaron lavados con
solucion salina al 0,9% hasta eliminar la sangre del espacio intersticial y posteriormente se
procedio a cortar pequeiios fragmentos (explantos) de aproximadamente 0,5 pm en cama de
hielo. Se utilizaron 2 cajas de poliestileno de 6 pozos para cada muestra. Se incubaron 4
explantos en 8mL de medio DMEN (Gibco BRL, Bethesda, MD, USA) por pozo a 37°C (5%
de CO,) durante 24 horas (Miller et al., 2005). Se realiz6 una revision microscopica de la
morfologia de los explantos y pruebas de viabilidad (MTT) y funcionalidad celular (hCG)

del cultivo.
2.3. Obtencion y estudio de Microvesiculas

Para el aislamiento de cuerpos apoptdticos se centrifugd el sobrenadante de los cultivos de
explantos a 4.000g durante 30 minutos, el pellet fue almacenado en viales estériles de 1.5mL
a -20°C (Bautista, Rodriguez, Franco, Angel, & Barreto, 2015). El aislamiento de exosomas
consistid en tomar el sobrenadante de los cultivos celulares y ultracentrifugarlos inicialmente
a 100.000g por 1 hora 40 y en una segunda ultracentifugacion a 100.000g por 90 minutos a
4°C, se descarto el sobrenadante y el pellet fue resuspendido en 50uL. de PBS1X mediante
raspado de fondo del tubo. El pellet fue almacenado en viales estériles de 1.5mL a -20°C

(Bautista et al., 2015).

La confirmacion del aislamiento y la cuantificacion de las microvesiculas se realizd por
analisis de seguimiento de nanoparticulas, Western blot (CD63 para exosomas y H3 para
cuerpos apoptoticos) y ELISA mediante el kit ExoQuant™ Overall Exosome Capture and
Quantification Assay Kit (BioVision, Milpitas, CA, USA) para exosomas y kit Histone H3
Colorimetric Cell-Based ELISA (Aviva Systems Biology, San Diego, CA, USA) para

cuerpos apoptoticos.
2.4. Cuantificacion de FasL y TRAIL.

Para la cuantificacioén de FasL en cuerpos apoptoticos y exosomas se utilizo el kit de ELISA
Fas Ligand (APTL) Human (Abcam, Cambridge, MA, USA) y la cuantificacion de TRAIL

en cuerpos apoptoticos y exosomas se realizd mediante el kit de ELISA Human



TRAIL/TNFSF10 (Tumor Necrosis Factor Related Apoptosis Inducing Ligand) (Elabscience,
Houston, Texas, USA).

2.5. Induccion de apoptosis

La determinacion de la capacidad de induccion de apoptosis de las VE aisladas se realizo
mediante el ensayo de TUNEL. Se sembraron 400.000 células Jurkat en 1mL de medio RPMI
suplementado y se colocaron los tratamientos control (CA y Exosomas) y caso (CA y
Exosomas), a diferentes concentraciones. El andlisis de la induccidn de la apoptosis se realizo

alas 0,8 y 24 horas.

3. RESULTADOS

Inicialmente, se realizd6 un anélisis de las caracteristicas de la poblacién, en donde se
evaluaron variables como la edad materna, edad gestacional del diagnostico de preeclampsia
(casos), numero de gestaciones, cifras tensionales, peso del recién nacido (RN), sexo del
recién nacido, edad gestacional de la cesarea, peso de la placenta, proteinuira en muestra
aislada (relacioén proteinuria/creatinina), relaciéon peso placenta/peso RN y presencia de

RCIU.

El peso del RN, la edad gestacional al momento de la cesarea y la relacion peso placenta/
peso RN presentaron diferencias estadisticamente significativas entre los casos y los
controles. El peso del RN es menor en los casos (p=0,0001), especialmente en los de PE de
inicio temprano (p=0,0006) en comparacion con los controles. En cuanto a la edad
gestacional al momento del parto es menor en los casos (p<0,0001) principalmente en los de
PE de inicio temprano (p=0,0006) en relacién a los controles. Por ultimo, la relacion peso
placenta/ peso RN es mayor en los casos (p=0,0245) primordialmente en los casos de PE de

inicio temprano (p=0,0379) en comparacion a los controles.

En cuanto a las cifras tensionales, de las 14 gestante diagnosticadas con PE, 8 (57,1%)
gestantes presentaron PE con criterios de severidad (cifras tensionales >160 mm Hg />110
mm Hg). Adicionalmente, la relacion proteinuria/creatinina indica que 11 (78,5%) gestantes

diagnosticadas con PE presentaron proteinuria.



Con respecto, a las pruebas de viabilidad del cultivo se evidencio una relacidon inversamente
proporcional, es decir que a mayor tamafo del explanto, menor es la viabilidad del cultivo
celular (p<0,0001). La concentracion evaluada de 3-hCG fue en promedio de 484,7 pg/mL

mostrando la funcionalidad biolégica de las células durante el cultivo (p<0,0001).

Los resultados del analisis de seguimiento de nanoparticulas permiten corroborar el
aislamiento de vesiculas extracelulares (cuerpos apoptoticos y exosomas) (Dragovic et al.,
2015). La media del tamafio de los cuerpos apoptodticos fue de 209,3nm, la desviacion
estandar de 74,4nm y la concentracion de 9,62e+08 +/- 1,11e+08 particulas/ml (Figura 15A
y 15B). Por otra parte, la media del tamafio de los exosomas fue de 149,4nm, la desviacién
estandar de 83,5nm y la concentracion de 8,93e+08 +/- 3.74e+07 particulas/ml. En cuanto al
Western blot para CD63 (exosomas) se evidencio una banda de ~55 kDa, y para Histona H3
(cuerpos apoptoticos) una banda de ~17 kDa, indicando el aislamiento correcto de estas

microvesiculas, consistente con la literatura.

La cuantificacion de cuerpos apoptoticos mediante ELISA, no mostré diferencias
estadisticamente significativas entre los casos y los controles (p=0,5724). La concentracién
de exosomas entre casos y controles no mostro diferencias estadisticamente significativas
(p=0,0968), sin embrago, si se encuentran diferencias estadisticamente significativas entre
los controles y los casos de PE temprana (p=0,0012) y entre los subgrupos de PE temprana y
PE tardia (p=0,008), evidenciando una concentracién menor de exosomas en PE temprana

en ambos casos.

La expresion de FasL en cuerpos apoptoticos no muestra diferencias estadisticamente
significativas entre los casos y los controles (p=0,8612). Al evaluar las diferencias entre los
controles y los subgrupos de los casos, se evidencian diferencias estadisticamente
significativas entre los controles y los casos de PE temprana (p=0,0012), siendo mayor la
concentracion en los controles, e igualmente, entre los controles y los casos de PE tardia
(p=0,0012) con una mayor concentraciéon en los casos de PE tardia. Adicionalmente, se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los dos subgrupos de casos
(p=0,0012), siendo mayor la concentracion en los casos de PE tardia (Figura 1A). En cuanto
a la expresion de FasL en exosomas no muestra diferencias estadisticamente significativas

entre los casos y los controles (p=0,0683). Al evaluar las diferencias entre los controles y los



subgrupos de los casos, se evidencian diferencias estadisticamente significativas entre los
controles y los casos de PE temprana (p=0,0379), siendo mayor la concentracion en los casos

de PE temprana (p=0,0012) (Figura 1B).

Los resultados de TRAIL en cuerpos apoptdticos permiten evidenciar que no existen
diferencias estadisticamente significativas entre los casos y los controles (p=0,1522) (Figura
1C). De igual forma, en cuanto a la expresion de TRAIL en exosomas no se evidencian
diferencias estadisticamente significativas entre los casos y los controles (p=0,9351) (Figura

1D).

Por otro lado, los resultados de apoptosis de las células Jurkat tratadas con cuerpos
apoptoticos y exosomas muestran un aumento directamente proporcional entre el aumento
en la concentracion del tratamiento y el porcentaje de fragmentacion del ADN,
adicionalmente, se observa un mayor porcentaje de apoptosis en las células tratadas con
microvesiculas aislados del sobrenadante de cultivo de explantos de placenta de gestantes
con diagnostico de PE. Adicionalmente, se evidencia una disminucion del porcentaje de

apoptosis a las 24h en comparacion con las 8h.

4. DISCUSION

Como se evidencia en los andlisis de las caracteristicas demograficas de la poblacién
evaluada, las gestantes con PE de inicio temprano presentaron resultados obstétricos menos
favorables con cifras tensionales altas (criterio de severidad), partos prematuros (< semana
36 de gestacion) y bajo peso del recién nacido, en comparacion con los controles y las
gestantes con PE de inicio tardio, lo cual es congruente con algunos estudios previos (Lok ef

al., 2008) (Nguyen, Patrick, Parry, & Familari, 2019).

Los resultados de este estudio muestran una disminucion en la concentracion de exosomas
en los casos de PE de inici6 temprano en comparacion con los controles y los casos de PE de
inici6 tardio, esto podria deberse al aumento progresivo de la liberacion de VE a lo largo de
la gestacion siendo mayor en partos a término y gestantes con PE tardia (Pillay et al., 2016).

Distintos autores han encontrado un aumento significativo de exosomas circulantes en



gestantes con PE de inicid temprano, posiblemente asociado al desarrollo anormal y
disminucién en la funcionalidad de la placenta (Lok et al., 2008) (Redman et al., 2012)
(Pillay et al., 2016), mientras, otros autores no reportan diferencias significativas en la
concentracion de VE de gestante con PE en comparacion con gestantes normotensas
(Marques et al., 2012). La discrepancia en estos resultados puede deberse al tipo de muestra
evaluada, metodologias de aislamiento e identificacion de las mismas (Dragovic et al., 2013).
Mitchell et al., plantea que la liberacion de exosomas puede reflejar la funcién de la placenta
y su estatus metabolico, por lo cual la disminucién en la liberacion de exosomas en PE de
inicio temprano podria estar asociada a la disfuncioén placentaria evidenciada durante esta
patologia. Adicionalmente, durante el desarrollo de la PE de inicio temprano se ha visto una
mayor tasa de apoptosis en el STB (Gilani et al., 2016), lo que podria suponer una
disminucién en la cantidad de células que liberen VE o una disminucion en la concentracion

de VE liberadas (Balaj ef al., 2011).

Algunos estudios han demostrado el efecto de los exosomas derivados de la placenta en la
modulacion inmune materna durante el embarazo, activando la expresion de moléculas
proapoptéticas como FasLL y TRAIL (Mitchell et al., 2015). FasL induce Ia
estimulacidn/activacion del endotelio vascular, ademas de una alteracion en la apoptosis del
trofoblasto, que da lugar a la disfuncion endotelial, inflamacion sistémica e hipertension,
(Gibbens, Morris, Bowles, Spencer, & Wallace, 2017), caracteristicas etiologicas de la PE
de inicio tardio, lo cual podria explicar el aumento de la expresion de esta proteina en cuerpos
apoptoticos en el grupo de PE de inicio tardio. Por otra parte, también se ha reportado que
FasLL puede inducir apoptosis en linfocitos activados como mecanismo de tolerancia
placentaria y privilegio inmune (Jerzak & Bischof, 2002), ademas de estar implicado en la
remodelacion de las AEU (Bai et al., 2009), rasgos de la etiologia de la PE de inicio
temprano, posiblemente asociado al aumento de la expresion de esta proteina en exosomas

durante la PE de inicio temprano.

Con respecto a TRAIL, los resultados de este estudio permiten evidenciar un aumento en la
expresion de TRAIL por exosomas en el grupo de PE de inicio temprano en comparacioén
con los controles y los casos de PE de inicio tardio, hallazgos semejantes para FasL en

exosomas, esto puede darse como respuesta ante la reduccidon o pérdida funcional del STB



causada por la alteracion del proceso de apoptosis durante la PE (Bai et al., 2009) y/o al
aumento en la induccion de apoptosis en linfocitos activados como mecanismo de defensa

contra el rechazo del aloinjerto fetal por el sistema inmune materno (Stenqvist et al., 2013).

Algunos estudios previos in vitro han sefialado que las VE provenientes de placenta
(expresion de PLAP) y aisladas de suero de gestantes sanas, inducen un aumento significativo
(3.38 veces) en la apoptosis de células T (linea celular Jurkat), en comparacion con VE
aislada de suero de mujeres control (no gestantes), adicionalmente, demuestran la induccién
de la apoptosis dependiente del complejo Fas/FasL (Gercel-Taylor, O’Connor, Lam, &
Taylor, 2002). Por otra parte, Gupta et al., evidenciaron que las VE derivadas del cultivo de
explantos de placenta de gestantes sin complicaciones pueden estar implicadas en la
respuesta de las células T activadas (reducen la proliferacion de linfocitos T y la produccion
de IL-2 e IFNy), sin embargo, no observaron induccién de la apoptosis en estas células
(Gupta, Rusterholz, Holzgreve, & Hahn, 2005). Los resultados de este estudio a nivel in vitro
demuestran que las VE (cuerpos apoptoticos y exosomas) aisladas del cultivo de explantos
de placenta de gestantes sanas y gestantes con diagnostico de preeclampsia, y que expresan
FasLL y TRAIL, son capaces de desencadenar la apoptosis en células Jurkat de manera

concentracion-dependiente, asi como se muestra en los ensayos de Stengvist et al.

De igual forma, se logré establecer que existe una mayor induccion de apoptosis por parte de
VE provenientes de placentas de gestantes diagnosticadas con PE. Esto podria deberse al
desencadenamiento de una mayor proteccion de la unidad fetoplacentaria ante las células
inmunes maternas activadas (Nair & Salomon, 2018), o a la inhibicion de la activacion y
proliferacion de linfocitos T (Gupta et al., 2005), ademas de la alteracion del contenido
lipidico y proteico de las VE generando un mayor grado de apoptosis en las células diana

(Gilani et al., 2016).

Por otro lado, los analisis de apoptosis con los distintos tratamientos a las 8h y 24h, muestran
una disminucidn en el porcentaje de apoptosis a las 24h. Zhang et al., realizaron un trabajo
basado en estudios que reportan la capacidad fagocitica de los linfocitos T, en el cual exponen
Mycobacterium tuberculosis (H37Ra) a células Jurkat, evidenciando algunos cambios

morfologicos (remodelacion del citoesqueleto, superficies celulares arrugadas, formacion de



pseudopodos) de las células Jurkat asociados a la induccion de una forma de endocitosis no
selectiva denominada macropinocitosis (Zhang et al., 2015). Esta capacidad fagocitica de
las células Jurkat, podria explicar la disminucion del porcentaje de células apoptoticas a

través del tiempo.

5. CONCLUSIONES

Se logr6 el aislamiento de VE (cuerpos apoptdticos y exosomas) a partir del cultivo de
explantos de placenta de gestantes diagnosticadas con preeclampsia (tardia y temprana) y
gestantes con embarazo sin complicaciones y recién nacidos sanos. Adicionalmente, se
determino y cuantifico la expresion de proteinas apoptoticas (FasL y TRAIL) de estas VE,
siendo el primer estudio que evaliia y compara la expresion de estas proteinas en cuerpos
apoptoticos y exosomas entre gestantes diagnosticadas con preeclampsia y gestantes

normotensas.

De igual forma, se evidenci¢ la funcionalidad de las proteinas FasL y TRAIL, expresada en
VE aisladas de cultivo de explantos de placenta de gestantes diagnosticadas con preeclampsia
(pool) y gestantes con embarazo sin complicaciones, mediante los experimentos in vitro de

induccion de apoptosis en células Jurkat.

Los resultados de este estudio permiten evidenciar una asociacion entre la expresion de las
proteinas apoptoticas FasL y TRAIL en cuerpos apoptdticos y el desarrollo de PE de inicio
temprano, ademas de una relacién de la expresion de FasL y TRAII en exosomas con el
desarrollo de PE de inicio tardio. Esta hipotesis podria soportar las diferencias en la
fisiopatologia, mecanismos y proteinas implicadas entre la PE de inicio temprano y la PE de

inicio tardio.
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Figura 1. Cuantificacion de expresion de FasL y TRAIL. A) Concentracion FasL en cuerpo apoptéticos. B)
Concentracion FasL en exosomas. C) Concentracion TRAIL en cuerpo apoptoticos. D) Concentracion TRAIL

en exosomas. Andlisis estadistico Mann-Whitney. p<0,05 (*) y p<0,01 (**).
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