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1. RESUMEN

Durante el embarazo la madre pasa por diversos cambios fisiolégicos necesarios
para permitir el desarrollo fetal y una exitosa gestacion. Esto implica la existencia
de una coordinada comunicacion entre la madre y el feto. Al respecto se ha
demostrado que la placenta tiene un papel relevante, actuando como una barrera
gue regula el paso de los nutrientes, hormonas y moléculas regulatorias entre la
madre y el feto, y por consiguiente mediando la comunicacién materna-fetal. No
obstante, la comunicacion materno fetal no puede ser vista solo como un
intercambio de nutrientes entre la madre y el feto, sino como una red de
intercambio de informacion que regula en forma especifica la funcion de los

tejidos maternos y fetales y que responde a cambios en el medio ambiente.

Un sistema de comunicacion celular recientemente descrito, son las vesiculas
extracelulares (VE). Las VE, corresponden a pequefias estructuras derivadas de
membranas celulares, que pueden regular la funciéon de las células en forma
especifica y a distancia. Las VE pueden contener en su interior proteinas,
hormonas y material genético. Se clasifican por su tamafo y/o origen y reflejan
el estado funcional y metabolico de la célula de origen. Los exosomas son un tipo
de VEs, que se pueden encontrar en fluidos biolégicos, como el plasma, la leche
materna y la orina. Se ha propuesto que las VE podrian cumplir una funcién

relevante en la comunicacién materno fetal.

El presente trabajo se centro en realizar una revision bibliografica y presentar
evidencia actualizada sobre el rol de las VE en la comunicaciéon materno-fetal.
Como objetivo general, se planted evaluar el rol de las vesiculas extracelulares

durante la gestacion en el flujo bidireccional de la comunicacion materno-fetal.

En la revision bibliografica se utilizé las bases de datos Google Académico y

PubMed, abordando los temas comunicacion materno-fetal y VE.
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Los resultados obtenidos indican que las VE especificamente los exosomas, son
relevantes para un Optimo embarazo, participando en etapas como la
implantacion y desarrollo embrionario. Asi mismo, se ha demostrado la presencia
de exosomas de origen placentario en el plasma materno. Los que aumentan en
concentracion a medida que se incrementa las semanas gestacionales.
Sugiriendo que desempefian un rol relevante durante la gestacion. Los datos
presentados, sefialan que los exosomas cumplirian un rol inmunomodulador,
evitando el rechazo inmune inducido por el feto. A través del transporte de de
citoquinas anti y proinflamatorias y de ligandos que regulan apoptosis de células

inmune.

Si bien la evidencia obtenida no es directa, los resultados obtenidos permiten
sugerir que los exosomas placentarios podrian regular la funcion metabdlica de
las células blanco y que el contenido de éstos varia dependiendo de las

condiciones en las que éstos son secretados.

Los datos, permiten concluir que los exosomas, contribuyen en la comunicacién
materno-fetal, participando en la modulaciéon de la respuesta inmune y que

tendrian un posible rol en el control metabdlico

No obstante, quedan muchos desafios pendientes, en el conocimiento del rol de
los exosomas en el embarazo y patologias propias de éste. Tales como:¢ Cual es
el contenido de los exosomas en condiciones patoldgicas y fisioldgicas? ¢A qué
responde el incremento de exosomas; es una respuesta compensatoria de tipo

beneficiosa o promueve el avance patologico?

Esta y muchas otras preguntas, permanecen adn en vias de desarrollo, siendo

hasta ahora una linea de investigacién emergente.
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2. INTRODUCCION

2.1 Embarazo

2.1.1 Contexto

El embarazo corresponde a un periodo de relativa plasticidad metabdlica, durante
el cual, ocurren una serie de cambios fisioldgicos que son esenciales para
controlar y mantener las adaptaciones metabdlicas e inmunoldgicas maternas,
que permitan favorecer el desarrollo fetal [44]. Estos cambios, involucran a
diferentes sistemas ya sea; cardiovascular, renal, respiratorio, inmunoldégico,
entre otros [11,53].

Las adaptaciones metabodlicas son esenciales durante el embarazo, ya que
permiten asegurar el crecimiento y desarrollo adecuado del feto, proporcionando
a éste la energia necesaria durante la gestacién y posterior al parto [69].

Se ha demostrado, que el embarazo puede ser la etapa mas sensible desde el
punto de vista nutricional en el ciclo de vida, lo que también significa que las
intervenciones nutricionales durante el embarazo pueden impactar en la salud
materna, fetal e infantil. Por otra parte, el embarazo es una situacion Unica en la

que la madre y el feto hemialogénico conviven pacificamente [9].

Numerosos mecanismos fetales como también maternos funcionan en conjunto
para proteger al feto del reconocimiento y el rechazo inmunolégico. Estos
antecedentes suponen que existe una estrecha comunicacion y coordinacion
entre la madre y el feto para permitir una convivencia inmunologica y nutricional

armonica durante el desarrollo [54].

La comunicacién materna-fetal se ha explicado como un proceso en el cual
ocurre la secrecion de factores, moléculas y metabolitos, los cuales se

intercambian entre la madre y el feto y cuya migracion e intercambio es
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dependiente de las necesidades del feto y del estado fisiopatolégico de la madre

[9].

Durante el embarazo, el érgano que cumple un rol de vital importancia durante
todo el periodo de gestaciobn y que media procesos importantes en la
comunicaciéon materno-fetal es la placenta. La placenta interviene en el apoyo
hormonal, nutricional y de oxigeno del feto, al mismo tiempo desempefa un

importante papel inmunomodulador [54].

2.2 Placenta

2.2.1 Definicién

La placenta humana es un 6rgano unico y transitorio que se desarrolla con la
implantacion del blastocisto en la pared del Utero. La placenta humana es un
organo con forma de disco hemocorial el cual se encuentra altamente
especializado y es el principal responsable del desarrollo exitoso de la gestacion.
Es responsable de la transferencia de nutrientes, como también del soporte y
proteccion del feto. Por lo tanto, de manera global la placenta cumple la funcion

de propiciar un ambiente adecuado para el éxito gestacional [9,14].

2.2.2 Formacién y estructura de la placenta

El primer evento de diferenciacion del linaje celular que es claramente
identificable en el desarrollo del embrién corresponde a la generacion de la
morula y posteriormente del blastocisto. El blastocisto posee una masa celular
interna y otra externa, siendo ésta ultima el trofoectodermo (TE). Este se
encuentra conformado por los trofoblastos, células encargadas de entregar
nutrientes al embrion y que daradn paso a todos los sublinajes trofoblasticos

presentes en la placenta [5,20].
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Durante las primeras 2 semanas se genera la adhesion de la region polar del TE
a las paredes de la decidua, dando paso a la formacién de la placenta como tal.
Luego, este TE se diferencia en dos linajes celulares: citotrofoblastos
mononucleados primitivos y sincitiotrofoblastos multinucleados primitivos [25,32].

Durante los dias 15 a 32 existen diversos cambios que se encuentran
relacionados al desarrollo de redes vasculares. Primeramente, los trofoblastos
inducen la diferenciacién de células endoteliales, iniciando el desarrollo de la red
vascular y formando los primeros vasos sanguineos fetales. Esto coincide con la
aparicion de las células de Hofbauer, quienes tendrian un rol primordial en el

apoyo temprano de la vasculogénesis [8].

Posteriormente, se tiene la presencia de 3 estructuras trofoblasticas maduras:
citotrofoblastos (CTB), sincitiotrofoblastos (STB) y trofoblastos extravellosos
(EVT). Estos ultimos son capaces de invadir y remodelar el tejido materno (EVT
intersticial), y ademas remodelar la arteria espiral uterina (EVT endovascular)
[14,20,30]. Luego, las células endoteliales se conectan unas con otras y se
elongan para asi generar vasos ramificados, conectdndose a la circulacién
primitiva fetal via cordén umbilical a partir del dia 32 [32]. Asimismo, se evidencia
el crecimiento de las vellosidades coridnicas. En estas se encuentran las células
trofoblasticas que cumplen el rol de secretar factores hormonales y factores
endocrinos, generando un soporte para la salud tanto de la madre como del feto.
(Figura 1) [27].

Las puntas de las vellosidades se adhieren a la pared uterina formando la placa
basal y envian CTBs, ocasionando una invasion de estos que atraviesan la pared
uterina. Una vez iniciada esta invasion, los CTBs interactuan con las estructuras
maternas para asi generar el anclaje de la placenta y establecer el flujo

sanguineo hacia ella (Figura 2) [39].
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Figura 1 : Representacion esquematica de la placenta humana. Maltepe et al.
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Figura 2 : Representacion esquemética de la placa basal placentaria. Maltepe et
al.
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Durante la formacion de la placenta es necesario que las diversas estructuras y
capas pertenecientes a ella se desarrollen de manera 6ptima. Sumado a esto, es
importante que exista la especializacion de los linajes celulares presentes en este
organo. Una correcta formacién de la estructura placentaria y de sus
componentes celulares son fundamentales en el embarazo, ya que esto permitira
gue el intercambio de nutrientes y gases entre la madre y el feto sea el ideal,

fortaleciendo la comunicacién materno-fetal.

2.2.3 Funcioén

Como la placenta cumple un rol en el cual debe estar en un constante
comunicacién con el feto, se desprende el concepto de comunicacién materno-
fetal. Durante todo el embarazo, la placenta proporciona nutricién, intercambio de
gases, eliminacién de desechos, pero también es una fuente de células madre
hematopoyéticas y apoyo endocrino e inmunoldgico para el feto en desarrollo.
Asi como, el punto de intercambio molecular entre la madre y el feto. En este
sentido, se ha considerado, a la placenta, como el 6rgano esencial en la

comunicacién materno fetal [54].

2.3 Comunicacién materno-fetal

2.3.1 Definicion

La comunicacion materno-fetal, corresponde a un intercambio bidireccional entre
la madre y el feto, del estado nutricional y de la demanda metabdlica.

Durante la comunicacion materno fetal, se debe tener en consideracion la
importancia de un balance saludable e ideal entre la madre y el feto, ya que la
primera es la fuente inmunologica, nutricional y hormonal del segundo.

En este fendmeno, los metabolitos, moléculas endocrinas, células circulantes y

factores secretados juegan un papel fundamental.
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Figura 3: Comunicacion materno-fetal depende de adaptaciones maternas,
placentarias y fetales. Bowman et al.

La comunicacion materno-fetal se sustenta en las adaptaciones maternas y
fetales que fortalecen el intercambio entre ambos (Figura 3) [14]. Siendo la
placenta, el puente que mantiene a la madre y al feto en constante comunicacion,

facilitando el desarrollo de un embarazo exitoso [9].

Considerando que la placenta cumple un rol en el intercambio de nutrientes, es
l6gico concluir que es necesario establecer un sistema de transporte reciproco

conducente a favorecer la comunicacion materno-fetal.

2.3.2 Transporte metabolitos y nutrientes

Desde el punto de vista nutricional, la habilidad de la placenta para transportar
sustratos para el crecimiento fetal se ve ver influenciado por factores como lo son
la abundancia, actividad y localizacion de transportadores en las membranas

placentarias. En el caso del transporte de nutrientes como por ejemplo la glucosa,
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éste corresponde a una fuente de energia primordial en el crecimiento feto
placentario, presentando una alta demanda. Sobre todo, considerando que una
minima contribucion a los requerimientos de glucosa del feto proviene de la
gluconeogénesis fetal. Por lo tanto, es importante el desarrollo de un sistema
rapido de transferencia de glucosa materna hacia el feto, siendo los protagonistas
en esto, los transportadores de la familia GLUT. En el tejido placentario se han
informado varias isoformas de GLUT, pero el que se ha descrito que posee mas
relevancia en la placenta corresponde a GLUT1. El transportador GLUT1, es el
anico que ha sido descrito como una proteina funcional a corto plazo en el STB,

viéndose altamente expresado en su membrana basal y microvellosa [78,80].

También es importante destacar el transporte de otros nutrientes como lo son los
acidos grasos. Los lipidos cumplen un rol importante como fuente de energia,
pero, ademas, como precursores de moléculas bioactivas y de componentes
estructurales de las células [80]. En la placenta se han descrito dos lipasas claves
en la liberacién de acidos grasos desde las lipoproteinas circulantes maternas:
lipoproteinlipasa (LPL) y la lipasa endotelial. La LPL tiene gran actividad lipasa
en triglicéridos, induciendo la liberacion de acidos grasos no esterificados (NEFA)
permitiendo su paso desde la circulacion materna hacia la placenta. La lipasa
endotelial corresponde a una fosfolipasa con muy pequefia actividad
triacerilglicerol lipasa. Esta fosfolipasa es la encargada de producir
lisofosfolipidos a partir de fosfolipidos presentes en la circulacion materna,
permitiendo la liberacién de NEFA y su paso ala placenta [21,36]. Se han descrito
numerosas proteinas de membrana expresadas en trofoblastos que ayudarian
en este transporte, destacandose la p-FABPpm, ya que es la Unica que seria

exclusiva del tejido placentario [36].

Finalmente, también es relevante mencionar el transporte de aminoacidos. En
este contexto, las concentraciones de aminoacidos fetales generalmente son

mas altas que las maternas, siendo esto un reflejo de un transporte activo a través
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de la placenta [36]. El transporte de aminoacidos cumple un rol esencial ya que
estos son necesarios para el crecimiento fetal, por lo que existen varios
transportadores de aminoacidos presentes en la placenta, los cuales incluyen
transportadores de aminoacidos neutros, cationicos y aniénicos [80].

Dentro de los transportadores de aminoacidos neutros, nos encontramos con los
sistemas A y L, el primero estando encargado de facilitar la captacién de
aminoacidos no esenciales como la alanina, glicina y serina. El sistema A, se
encuentra en la membrana basal y en la membrana plasmatica microvellosa
orientada hacia la madre. El sistema L corresponde a un transportador sodio
independiente de aminoacidos neutros, cambiando aminoécidos no esenciales
por aminoacidos esenciales con cadenas aromaticas como leucina o fenilalanina
[35].

Respecto a los transportadores catiénicos o CAT, éstos como su nombre lo
menciona, es el principal encargado del transporte de aminoacidos catidnicos en
la membrana plasmatica microvellosa orientada hacia la madre. Por otra parte,
los transportadores catidnicos o sistema Xac son capaces de transportar
glutamato/aspartato de manera sodio dependiente y puede ser inhibido por D-
aspartato [80].

2.3.3 Transporte hormonas

La placenta es un 6rgano endocrino altamente activo durante la gestacion,
secretando una variedad de hormonas con efectos fisiolégicos en la madre. La
prolactina-hormona del crecimiento (PRL-GH) corresponde a una de las
principales familias de hormonas secretadas por la placenta durante la gestacion.
La familia esta conformado por prolactina, lactdgenos placentarios, proliferinas,

proteinas relacionadas a proliferinas y la hormona del crecimiento. Los miembros
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del PRL-GH serian capaces de promover cambios en el metabolismo de la
glucosa materna y sobre el funcionamiento de la glandula mamaria, siendo
importante para apoyar el crecimiento fetal durante el embarazo y la lactancia
[49].

Otro grupo de hormonas importantes en la gestacion corresponde a las hormonas
esteroidales, especificamente; estrogeno y progesterona. Los roles del estrégeno
durante la gestacién pueden ser mediados a través de la activacion de los
receptores ERa y Erp. El estrogeno inicialmente es producido por el cuerpo luteo,
pero luego la placenta comienza a sintetizar esta hormona. Los niveles de
estrogeno maternos se mantienen constantemente elevados durante todo el
embarazo, llegando a su peak al término del embarazo [14]. La forma mas
abundante de estrégeno corresponde al estradiol, el cual durante la gestaciéon
promueve la implantacion del embridén, la angiogénesis y vasodilatacion,
indicando que posee un rol en la regulacién del flujo sanguineo uteroplacentario.
Sumado a esto, el estradiol también es capaz de aumentar la contraccion de las
células miometriales humanas, sugiriendo su participacion en el inicio de la labor
de parto [49]. La progesterona por su parte es una hormona crucial para el
mantenimiento gestacional, siendo sintetizado principalmente a partir de
colesterol materno a través de una reaccion de dos pasos, la cual se lleva a cabo
en la mitocondria del sincitiotrofoblasto. Dentro de sus funciones es importante
mencionar la participacibn en los cambios metabdlicos, promoviendo la

hiperfagia, almacenamiento de grasas y resistencia a la insulina [14].

Finalmente, dentro de las muchas otras hormonas involucradas en este proceso,
resulta casi imposible no mencionar la gonadotropina coridnica humana (hCG).
La hCG durante la gestacion es secretada por los trofoblastos en los primeros
estadios, y se ha planteado que ésta corresponde a la primera hormona

placentaria en actuar sobre la madre. Asi mismo, en el comienzo del embarazo
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la hCG mantiene el cuerpo Iuteo para asi mantener la produccién de hormonas
esteroidales hasta que la actividad de la unidad feto placentaria esteroidogénica

pueda compensarse por si sola [50].

2.3.4 Transporte gases

El oxigeno y el dioxido de carbono son transportados por difusion. El oxigeno
juega un rol primordial en el desarrollo y funcionalidad de la placenta, por lo que
esta molécula se difunde desde la circulacion materna a la fetal a través de una
capa epitelial placentaria que consume oxigeno. El intercambio gaseoso en la
placenta ocurre a través de las capas celulares entre la circulacién uterina y fetal.
El intercambio gaseoso, se establece una vez que los lechos vasculares se
encuentren maduros para permitir un suministro adecuado a través del paso de
las dos circulaciones. A largo plazo, esto conduce a una reduccién de la
oxigenacion materna [22,80]. Si bien, en el contexto del embarazo, el intercambio
de nutrientes, hormonas y metabolitos, son cruciales en la mantencién de la
comunicacién materno-fetal, este fenobmeno no explica en su totalidad la
comunicacién armonica y coordinada entre la madre y el feto. Por otro lado, en
el ultimo tiempo se han descrito un nuevo sistema de comunicacion a distancia
célula-especifica, capaz de promover fenémenos de regulacién y modulacion de
la funcion celular. Este sistema de comunicacion incorpora la utilizacion de
particulas o moléculas que permiten la comunicacion célula-célula. De esta
manera se ha introducido el concepto de las vesiculas extracelulares, como un
medio de comunicacion célula especifico y que podria responder a la coordinada

e intricada red de comunicacion materno-fetal [27].
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2.4 Vesiculas extracelulares

2.4.1 Definicion

Las vesiculas extracelulares (VE) son definidas como una poblacion heterogénea
de vesiculas de membranas derivadas de células, de un tamafio en el orden de
los nanémetros. Las VE son liberadas por las células y son capaces de
empaquetar dentro de ellas biomoléculas como DNA, RNA, proteinas, etc.,
permitiendo asi que éstas sean menos susceptibles a la degradacion y

transportandolas a las células blanco especificas [15,34,57,76].

Se ha propuesto que el contenido de las VE es dependiente del estado
fisiopatoldgicos de las células que las secretan y median la comunicaciéon a
distancia de forma especifica. También, se ha sugerido que el contenido de las
vesiculas puede modular el comportamiento de las células blanco. Por lo tanto,
las VE corresponderian a un mecanismo por el cual, las células interactian entre
si. Pero ademas una forma de influir y modular el comportamiento celular a través

del intercambio de material e informacion [70].

2.4.2 Clasificacion

La clasificacion de las VE ha sido un tema controversial y que aun no se
encuentra definido con exactitud. Diversos autores concuerdan que,
dependiendo del tamafio, origen y mecanismo de formacion, estas vesiculas
pueden categorizarse y distinguirse unas de otras (Tabla 1). En la actualidad, las
principales formas de VE que se mencionan constantemente en literatura (Figura
4) y que se describirdan en la presente revision corresponden a; las

microvesiculas, cuerpos apoptéticos, oncosomas y exosomas.
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Figura 4: (a) Clasificacion de las vesiculas extracelulares segun su tamafio. (b)
Mecanismos de ingreso de las vesiculas extracelulares y tipo de contenido

transportado. Zaborowski et al.

A. Microvesiculas

Las microvesiculas, referidas también como microparticulas o ectosomas, se
definen como vesiculas heterogéneas formadas desde la superficie de
numerosos tipos celulares a partir de la membrana plasmaética de éstas, estando
presente en diversos fluidos biolégicos [55,64,71]. Tienen la capacidad de
encapsular y transportar contenido como proteinas, miRNA, mRNA y ADN. Estas
vesiculas se caracterizan por poseer un tamafio aproximado entre 100-1000 nm
[77].
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B. Cuerpos apoptoticos
La apoptosis corresponde a un mecanismo de muerte celular programada, el cual
puede ocurrir en diferentes tipos celulares. Este proceso posee relevancia ya que
constituye a un mecanismo de homeostasis celular, permitiendo asi la presencia
de una poblacion celular normal en el organismo [6]. Cuando ocurre la muerte
celular por apoptosis, la célula liberara unas vesiculas denominadas cuerpos
apoptoticos, los cuales son unicos y propios al ser sometidos a esta muerte
celular programada. Marcando una diferencia con otras vesiculas extracelulares
como lo son las microvesiculas o exosomas [1,72]. Los cuerpos apoptoticos se
caracterizan por ser vesiculas con un tamafio aproximado entre 50nm-2um,
siendo mas grandes en comparacion a las microvesiculas y exosomas [77]. En
cuanto a su contenido, al ser vesiculas generadas durante la apoptosis en donde
la célula libera sus componentes presentes al interior de ella y, por lo tanto, el

contenido de cada cuerpo apoptético puede ser variado [26].

C. Oncosomas
Los oncosomas son caracteristicos de un evento o mecanismo particular,
diferenciandolo asi de otras vesiculas extracelulares. Este evento en particular
corresponde al cancer, por lo que son las células cancerosas las que son capaces
de generar y liberar a la superficie este tipo particular de vesiculas [13]. Los
oncosomas o0 vesiculas extracelulares oncogénicas se caracterizan
principalmente por ser de un tamafo atipico en comparacion a otras VE, el cual
fluctda entre 1-10 um [77]. Es por esto ultimo, que en la literatura también se
mencionan como “oncosomas grandes”. Su contenido consta de moléculas
bioactivas, como lo son factores de sefializacién implicados en el metabolismo
celular, procesamiento mMRNA y crecimiento. Ademas, contienen

metaloproteinasas que pueden digerir la matriz extracelular. [40].
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D. Exosomas
Dentro de la clasificacion de las vesiculas extracelulares, los exosomas
corresponden a las mas pequefas reportadas actualmente, con un tamafio que
varia en un rango de 40-120nm [77]. Estos se forman desde el interior de
endosomas y son liberados al ambiente extracelular. Es posible encontrar
exosomas en fluidos corporales, tales como plasma, leche materna, liquido
seminal y orina entre otros [62]. Respecto al contenido, los exosomas son
capaces de transportar diversas enzimas, mRNA, miRNA y también algunos
lipidos como el colesterol, ceramidas, esfingomielina, entre otros [74]. El
contenido de los exosomas varia de célula a célula y es dependiente del estado

en la cual se encuentre, es decir fisiolégico o patologico [31].

2.4.3 Biogénesis

Los mecanismos involucrados en la biogénesis de las microvesiculas ain no se
encuentran bien definidos y en la actualidad siguen siendo investigados. No
obstante, se ha sugerido que se originan mediante la salida directa al espacio
extracelular de las vesiculas desde la membrana plasmética de la célula. Este
mecanismo requiere de numerosas modificaciones moleculares en la membrana
plasmatica, en sus componentes proteicos Y lipidicos, sumado a variaciones en
las concentraciones de Ca?* [73]. En ese contexto, se ha sefialado que el factor6
de ADP-ribosilacion (ARF6) juega un rol importante en la biogénesis de las
microvesiculas a través de la activacion de fosfolipasa D (PLD) [1]. PLD induce
la migracion a la membrana de la kinasa de sefial regulada extracelular (ERK),
cuyo objetivo es fosforilar y activar a la kinasa de cadena ligera (MLCK), sefial

que finalmente promueve la liberacion de las microvesiculas [40].

En el caso de los cuerpos apoptéticos, es importante recordar que en el proceso

de apoptosis se encuentran involucrados diversas vias de sefializacion celular,
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generadas por division del ADN, cascadas proteoliticas y otros estimulos
variados. La apoptosis transcurre por diversos estadios, siendo primero la
condensacion de la cromatina, division del nucleo, formacion de vesiculas en la
membrana, culminando finalmente en la formacion de los cuerpos apoptéticos
[6,51]. Se ha reportado que la activacion de caspasa-8 y -9 estarian involucradas
en el inicio de la apoptosis, existiendo la posibilidad de seguir una de las dos
principales vias: una extrinseca o de muerte via receptor, asi como también una

intrinseca o mitocondrial [6].

La biogénesis de los oncosomas es una area no tan ampliamente explorada, por
lo que la informacién con respecto a esto es muy reducida. Sin embargo, se
postula que los mecanismos pueden variar segun el tipo celular de origen y la
estimulacién que reciban. No obstante, se estima que la superfamilia Ras
GTPasas, serian mediadores claves en la formacion de los oncosomas [13]. En
este mismo contexto, se ha reportado que la proteina RhoA activada promueve
la contraccién actina-miosina requerida por los oncosomas para su formacién
[37].

Los exosomas son generados inicialmente como vesiculas intraluminales (ILVS)
al interior del lumen de los endosomas, mientras éstos se encuentran en proceso
de maduracion a endosomas multivesiculares (MVEs) [73]. En este mecanismo
se destaca la presencia de los complejos de clasificacion endosémica necesarios
para transporte (ESCRT), el cual consiste en un complejo de 4 proteinas
(ESCRT-O0, -I, -Il, -1lI) en conjunto con proteinas accesorias (Alix, VPS4 y VTA-1)
[38]. Especificamente, los complejo ESCRT-0 y ESCRT-I se encargan de agrupar
clusters transmembrana ubiquitinados en microdominios de la membrana
limitrofe de los MVEs y reclutan via complejo ESCRT-Il a los sub-complejos
ESCRT-III, siendo estos ultimos los encargados de llevar a cabo la fision de estos

microdominios [73].
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Independiente del origen, las VE por su contenido y su capacidad de interaccionar
en forma especifica con células blanco a distancia, cumplen un papel clave en la
comunicacion celular. Se ha demostrado que las VE pueden regular funciones de
las células blancos tales como inmunomodulacion, regular proliferaciéon celular,
migracion celular, transporte de nutrientes y el metabolismo celular . En este
sentido, es posible sugerir que las VE pueden tener un papel importante en las
como también en la

adaptaciones fisioldgicas propias del embarazo,

comunicacién materno-fetal.

Tabla 1: Clasificacion y caracteristicas de las vesiculas extracelulares

Clasificacion Tamafio Origen Contenido Referencias
Exosomas 40-120nm Membrana Enzimas, mRNA,
plasmatica MiRNA, lipidos.
endosomas [19,64,72,77]
Microvesiculas 100- Superficie celular; | Proteinas, miRNA,
1000nm membrana mMRNA, ADN
plasmatica [24,55,64,77]
Cuerpos 50nm-2um | Superficie celular; Fracciones
apoptéticos membrana nucleares,
plasmatica organelos [26,64,72,77]
celulares
Oncosomas 1-10um Superficie celular; DNA, mRNA,
membrana factores de
plasmatica sefializacion [13,40,77]
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2.5 Propuesta de investigacion

El establecimiento del embarazo en humanos requiere una comunicacion
reciproca continua entre el feto y la madre. La evidencia emergente apoya
firmemente el principio de que los defectos en la comunicacion materno-fetal son
factores causantes del fracaso del embarazo y de las complicaciones de éste.
Una mayor comprension de la biologia de la comunicacién materno-fetal es
crucial para comprender como ocurre la coordinacion entre la madre y el feto, lo
cual podra contribuir en el diagnéstico, la prevencion y el tratamiento de los

problemas de fertilidad y del embarazo.

Tradicionalmente, la comunicacion intercelular ha incluido tres mecanismos; i)
sefializacion dependiente del contacto celular a travées de moléculas de
sefalizacion unidas a la membrana (receptores) o uniones gap, ii) sefializacion
paracrina de corto alcance a través de moléculas solubles secretadas, como
citocinas y quimiocinas, iii) y sefalizacion endocrina de largo alcance mediada
por hormonas. Sin embargo, estos tres sistemas de comunicacién carecen de un
alto grado de especificidad y por sobre todo no logran explicar la compleja y

organizada comunicacién materno-fetal.

Estudios recientes han descrito un nuevo sistema de comunicacion celular a
distancia mediado por VE. Las VE son liberadas por las células al ambiente
extracelular y pueden servir como vehiculos para la transferencia de proteinas,
lipidos y ARN. Las VE pueden actuar de forma local (autocrina y paracrina) y

remota.

En el dltimo tiempo se ha establecido el rol de las VE en comunicacion celular y
modulacién del comportamiento a distancia de las células blanco. Por otra parte,
los sistemas clasicos de comunicacion celular no han logrado explicar en su

totalidad la intrincada y fina regulacion de la comunicacién materno-fetal. Por
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consiguiente, es posible proponer que las VE liberadas especificamente por la
placenta podrian estar realizando una funcion en comunicaciéon materno fetal,
desempefiando funciones moduladoras del metabolismo, regulando el transporte
de nutrientes o ejerciendo un rol inmunomodulador, durante todo el proceso
gestacional. En conclusion, las VE podrian estar promoviendo la comunicacion

materno-fetal.

Considerando que:

1. Las VE son liberados por una amplia gama de tipos celulares.

2. Las VE y su contenido pueden desempefar un papel clave en humerosos
aspectos de la biologia, incluidos proliferacion celular, migracion,
inmunomodulacién y regulacion metabolica, entre otras funciones.

3. La deteccion de VE en los biofluidos reproductivos apunta a posibles roles
para ellos en la comunicacion intercelular necesaria para y después de la

concepcion.

En el presente trabajo nos propusimos realizar una revision bibliografica,
centrada en dilucidar y presentar evidencia actualizada sobre el rol de las VE en

la comunicacién materno-fetal.

2.6 Problema

El transporte de nutrientes y los mecanismos clasicos de comunicacion celular
no dan cuenta de todas las interacciones que se producen en la comunicacion
materno-fetal. Por tanto, se hace necesario analizar y discutir sobre el rol que
tienen otros mecanismos de comunicacién celular, como las VE, y su impacto en

la comunicacion materno-fetal.

2.7 Pregunta de Investigacion
¢, Cual es el rol de las vesiculas extracelulares pequefias en la comunicacion

materno-fetal?
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2.8 Hipotesis
Las vesiculas extracelulares pequefias contribuyen a la comunicacion materno-

fetal durante la gestacion.

2.9 Objetivo General
Evaluar el rol de las vesiculas extracelulares pequefias durante la gestacion en

el flujo bidireccional de la comunicacion materno-fetal.

2.10 Objetivos Especificos

1. Evaluar la contribucion de las vesiculas extracelulares pequefias en la
progresion gestacional.

2. Relacionar el rol de las vesiculas extracelulares con la modulacion de la
respuesta inmune durante el embarazo.

3. Analizar el efecto que pueden tener las vesiculas extracelulares en la

regulacion metabdlica en el embarazo.
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3. METODO

3.1 Bases de datos y palabras clave
En la presente revision bibliografica se utiliz6 como base de datos los motores de
busqueda PubMed y Google académico, en los cuales se realiz6 la indagacion

del material cientifico, tanto de reviews como de articulos en idioma inglés.

Con el fin de definir el dominio de la investigacion, se utilizaran palabras claves,
las cuales corresponden a términos especificos del tema principal de la revision.
Las palabras clave designadas para la busqueda y que sustentan el marco tedrico

del problema son:

-  Embarazo

- Vesiculas extracelulares

- Placenta

- Comunicacion materno-fetal

- Placenta y comunicacion materno-fetal
- Placentay embarazo

- Comunicacion materno-fetal en embarazo

Para dar respuesta a la pregunta de investigacion y a los objetivos planteados se

utilizaron las siguientes palabras claves:

- Vesiculas extracelulares en placenta
- Vesiculas extracelulares y comunicacién materno-fetal
- Vesiculas extracelulares en embarazo

- Vesiculas extracelulares en placenta y comunicacion materno-fetal

Ademas, para afadir o eliminar téerminos de busqueda en el formulario se

utilizaron los operadores logicos booleanos como AND para combinar, OR para
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sumar y NOT para excluir, de este modo se permite relacionar de forma légica
los conceptos. En base a esto ultimo, se realizo6 la busqueda utilizando una
combinatoria de las palabras claves en los motores de busqueda mencionados

previamente.

3.2 Criterios de inclusion y exclusién
Los criterios de inclusion y exclusién corresponden a una parte muy importante
de la revision, ya que permitieron focalizar la investigacion. Ademas, fueron parte

de los primeros filtros aplicados en las bases de datos seleccionadas.

3.2.1 Criterios de inclusion
Dentro de los criterios de inclusién que se utilizaron:
a) ldioma: inglés
b) Tipo de publicacion: articulos originales y revisiones
c) Rango de afios para los articulos cientificos publicados: entre los afios
2011-2021, es decir, un rango de publicacién de los ultimos 10 afios.
d) El articulo debia contener en el titulo las palabras claves identificadas en
el seccion anterior.
e) Se seleccionaron articulos que contengan informacion sobre embarazos
fisioldgicos y con patologias propias del embarazo.
f) Los articulos seleccionados se centraron en responder al objetivo general

planteado para la presente revision.

3.2.2 Criterios de Exclusion
Dentro de los criterios de exclusion se consideraron:
a) Articulos cientificos que no se encuentren disponibles de manera publica
y requirieran de algan medio de pago para acceder a ellos.
b) Articulos que contengan opiniones de expertos.
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c) Articulos derivados de resumenes de libros de congresos.
d) Articulos que contengan reportes de casos Unicos.

e) Estudios realizados en especies distintas a la humana.

3.3 Eleccidn de articulos cientificos segun los criterios de inclusion y
exclusion escogidos
Considerando la metodologia antes sefialada, la aplicacion de ésta se llevo a

cabo bajo un esquema de etapas. Las cuales se describen a continuacion:

a) Etapa 1: titulo y resumen

Se reviso si el articulo incluyen las palabras claves elegidas y si cumple o no con

el objetivo del trabajo.

b) Etapa 2: Cuerpo del articulo

Una vez aplicada la epata 1, se procedi6 a la etapa 2. En esta etapa se analiz6
el cuerpo del articulo para determinar si cumple o no con el objetivo del trabajo,
valorando la calidad del trabajo.

En el caso de lectura y seleccion de reviews, se procedid a la seleccion de
articulos citados en cada uno de ellos para asi obtener material bibliografico con
aplicacion de métodos clinicos y experimentales. Con esta estrategia se logro un

analisis criticos de los articulos citados en los reviews.

c) Etapa 3: organizacion de los articulos y seleccidn de data.

En esta etapa, los articulos seleccionados fueron organizados, de acuerdo con

la descripcion del siguiente apartado:
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3.4 Organizacion de los articulos seleccionados

3.4.1 Almacenamiento y registro

Con el objetivo de mantener los articulos escogidos organizados de manera

sistematica, se utilizé el programa EndNote X9 (Figura 5). EndNote X9 se utilizd

para almacenar y tener un registro de todos los articulos de utilidad encontrados

y seleccionados para ser incluidos en la revision.

oy EndNote X9 - [My EndNote Library]

oy File Edit References Groups Tools Window Help

L1 ® [& Acnotsted

My Library |
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= Find Full Text

Figura 5: Almacenamiento y registro de la informacion bibliografica en

EndNote X9.
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Se generd un archivo en Microsoft Excel en el cual se tabulo la informacion

recolectada para cada subtema de la revision, almacenando el nimero de

articulos para cada uno (Figura 6). Sumado a esto ultimo, se construy6 una tabla

en la cual se incluyod: el titulo del articulo, el objetivo de éste y el tipo de articulo.
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Esta estrategia permiti6 mantener toda la informacion ordenada y como también

facilité el manejo de la informacion.
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Figura 6: Organizacion de la informacion bibliografica en Microsoft Excel.

3.5 Analisis de los resultados

Se seleccionaron articulos que presentaron datos experimentales y se describian
los hallazgos mas importantes que éstos presentaron y que permitieron sustentar
la hipotesis planteada, para asi dar respuesta a la pregunta de investigacion y el
objetivo general de la presente revisibn. La data seleccionada se agrupé

inicialmente en las siguientes categorias:

e Vesiculas extracelulares en embarazo

e Rol de las vesiculas extracelulares en la comunicacién materno-fetal
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4. RESULTADOS

Los resultados del presente trabajo se dividiran en tres capitulos:
1. Resultados asociados a la busqueda Bibliogréfica
2. Resultados sobre la identificacion y caracterizacion de Vesiculas
extracelulares de origen placentario.
3. Resultados centrados en el rol de las vesiculas extracelulares en la

comunicacién materno fetal.

4.1 Busqueda Bibliografica
En base a la metodologia previamente descrita, a continuacién se describen y
tabulan los resultados de la busqueda bibliogréfica realizada a través de las

bases de datos Google Académico y PubMed.
Como inicio de la busqueda bibliografica, se utilizaron las palabras clave
mencionadas en el capitulo 3.1. En la Tabla 2, se sefialan los resultados

obtenidos en cada una de las bases de datos consultadas.

Tabla 2. Numero de articulos obtenidos por palabra clave en las bases de datos

Pubmed y Google Scholar. g gg gl‘; Publmed
Palabras Clave Resultados
Extracellular Vesicles (EVS) 1.530.000 27.974
Fetal-maternal communication 487.000 1.718

Pregnancy 2.570.000 1.066.989

Placenta 1.200.000 108.899

Placenta + Fetal-maternal communication 67.000 395
Placenta +Pregnancy 710.000 91.587
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Scholar

Tabla 2. Continuacion s Google

PublfQed

Palabras Clave Resultados
Fetal-maternal communication + Pregnancy 4.770 48
Pregnancy EVs 52.300 714
Placental EVs 42.600 446
EVs + Fetal-maternal communication 26.500 85
Placental EVs + Fetal-maternal communication 17.400 62

Para reducir el nimero de articulos en cada palabra clave, se aplicé el primer
criterio de inclusidén que corresponde a articulos cientificos publicados entre los
afios 2011 a 2021. Por consiguiente, el compendio de datos se redujo

drasticamente y los resultados fueron tabulados como se sefiala a continuacién

(Tabla 3):

Tabla 3: Resultado de busqueda en bases de datos, criterio de afios 2011 a

> B, publed
Palabras Clave Resultados
Extracellular Vesicles (EVS) 301.000 23.328
Fetal-maternal communication 24.700 1.108
Pregnancy 1.060.000 334.920
Placenta 219.000 34.861
Placenta + Fetal-maternal communication 17.700 261
Placenta + Pregnancy 66.700 30.118
Fetal-maternal communication + Pregnancy 2.530 30
Pregnancy EVs 17.900 643
Placental EVs 18.100 394
EVs + Fetal-maternal communication 17.400 85
Placental EVs + Fetal-maternal communication 12.600 62
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Luego se procedio a la lectura de los titulos de los articulos arrojados por las
bases de datos. Seleccionando para posterior lectura extensiva, los que
contengan las palabras clave y que se encuentren relacionados con el tema de

la revision.

Una vez designados los articulos, se procedio a la lectura del abstract de cada
uno, esto con el fin de determinar si la publicacion tenia relacion con el tema
principal de la revision. Para ello, durante la lectura se tuvo en cuenta los criterios

de exclusién mencionados previamente en la metodologia.

A partir de esto, se selecciond una cierta cantidad de articulos que fueron
utilizados como compendio de datos para la presente revision bibliografica. Los
cuales se clasificaron segun tema. El resultado final de la basqueda bibliogréafica
se tabulé de la siguiente manera (Tabla 4). Un porcentaje de 39% de los
resultados de la busqueda se utilizaron para contextualizar el tema del trabajo y

sustentar el marco tedrico que da origen a la pregunta de Investigacion.

Tabla 4: Articulos seleccionados para la revision bibliografica segun criterios de

inclusion y exclusion utilizados.

Tema Nro. Articulos seleccionados

Embarazo 7

Placenta 6

Comunicaciéon materno-fetal 7

Vesiculas extracelulares (VES) 28

Evaluacién de la contribucion de VEs 18
pequefias en la progresiéon gestacional

Relacion rol VEs con la modulacion de la 10
respuesta inmune durante el embarazo

Analisis efecto VEs en regulaciéon 4

metabdlica en el embarazo
Total utilizado en la revision 80
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OBJETIVO 1: EVALUAR LA CONTRIBUCION DE LAS VESICULAS
EXTRACELULARES PEQUENAS EN LA PROGRESION GESTACIONAL.

La comunicacion intercelular es critica para el crecimiento y desarrollo de los
organismos teniendo un papel importante en mediar procesos fisiolégicos y
patologicos [7]. La sefalizacion cruzada entre células, a través de factores
solubles y ligados a la membrana es fundamental para informar diversas
decisiones celulares, incluidas las decisiones para activar el ciclo celular o la
apoptosis, migrar o diferenciarse. Cuando las células no interactian
adecuadamente o decodifican incorrectamente los mensajes, se producen

enfermedades.

Por largo tiempo, la comunicacion celular se describid como la sefalizacion
mediada por factores proteicos secretados tales como; hormonas, citoquinas y
guimioquinas, las que pueden actuar de manera paracrina, juxtacrina y autocrina.
Para comprender el papel de cada célula dentro de la comunidad local y
sistémica, se deben identificar los mecanismos de comunicacion celular, conocer
la direccionalidad, magnitud de la interaccion y relevancia bioldgica en el control
de la homeostasis celular. Por lo tanto, la identificacion y cuantificacion de las
vias de sefializacion intercelular se ha convertido en un analisis comun, realizado
en diversas areas tendientes a dilucidar como se regula y modula la funcién del
organismo en distintos contexto de salud y enfermedad. Es asi, como el
embarazo es un ambiente relevante para estudiar la comunicacion interaccion

madre-feto.

Recientemente, se ha descrito a las vesiculas extracelulares como una via de
comunicacion celular, que abre una via interesante para explicar fenémenos de
comunicaciéon célula-célula gue no han sido resueltos por las clasicas vias de
comunicacién celular [46] y que pueden tener un papel importante en el inicio,
desarrollo y progresion del embarazo.
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A continuacion, se expondran diversos estudios enfocados en evaluar la
contribucion de las vesiculas extracelulares pequefias en la progresion

gestacional (Tabla 5).
Tabla 5: Descripcion general de los estudios relacionados a la evaluacion de la
contribucion de las vesiculas extracelulares pequefias en la progresion

gestacional
Objetivo del Tipo de muestra Técnica utilizada Técnica Marcador Referencia
estudio parala Utilizada para
purificaciéon de Para identificar
las vesiculas cuantificacién o origen
caracterizacion | placentario
MVs derivadas de Células ES y linea Ultrafiltracion Microscopia de N/I [17]
células ES celular trofoblastica fluorescencia
aumentan la HTR8/SVneo
migracion de
trofoblastos
Realizar andlisis ECC1, una linea de Ultracentrifugacion SDS- TSG101 [23]
protedmicos de células epiteliales de PAGE/SYPRO Alix
exosomas adenocarcinoma Ruby
endometriales en | endometrial humano densitometria de
fase proliferativa y tincién de
receptiva proteinas
Caracterizacion Células ultrafiltracion y Analisis CD81 [3]
morfolégica y trofoblasticas ultracentrifugacion bionformatico CD9
proteémica de humanas Swan71 CD63
estos exosomas HSP70
delinea celular de HSP60
trofoblastos HSP90
Alix
Determinar Solucién obtenida Ultracentrifugacion NTA NDOG2 [18]
tamafio y después de Citometria de (marcador
concentracién de perfusién de Flujo de proteina
vesiculas placenta PLAP)
placentarias inmediatamente
post parto
Evaluar efecto Muestra de sangre Cromatografia de N/I PLAP [58]
inmunomodulador de puncion venosa exclusién por
de exosomas en mujeres tamafio y
placentarios embarazadas (28-30 ultracentrifugacion
semanas de
gestacion) y no
embarazadas
Determinar el Muestra de plasma Ultracentrifugacion NTA PLAP [63]
perfil de de mujeres
embarazadas en

exosomas en
plasma materno y
su bioactividad

primer, segundo y
tercer trimestre.
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Tabla 5. (Continuacion)

Objetivo del Tipo de muestra Técnica utilizada Técnica Utilizada Marcador Referencia
estudio para la purificacién | Para cuantificacion o para
de las vesiculas caracterizacion identificar
origen
placentario
Establecer el Células de Ultracentrifugacion NTA PLAP [59]
efecto de la citotrofoblasto
tensién de (CT), obtenidas
oxigeno en la desde placentas
liberacion y de primer trimestre
bioactividad de derivadas de
los exosomas interrupcion legal
derivados de del embarazo.
citotrofoblastos
(CT)enla Células HTR-
invasion y 8/SVneo
proliferacién de
trofoblastos
extravellosos.
Evaluar el perfil Plasma de Ultracentrifugacion NTA PLAP [52]
de exosomas mujeres con
placentarios en | embarazo menor a
plasma de 33 semanas y
mujeres mayor a 34
embarazadas semana. Plasma
con de mujeres con
preeclampsia PE tempranay
(PE) tardia
Evaluar el efecto Trofoblastos Ultracentrifugacion NTA PLAP [56]
de glucosa aislados de primer
extracelular en trimestre de
la liberacién de interrupcion legal
exosomas del embarazo.
Comparar el Muestras de Ultracentrifugacion NTA PLAP [61]

perfil de edad
gestacional de
exosomas
placentarios en
plasma materno
de GDM con
embarazos
normales

plasma de
mujeres
embarazadas
durante primer,
segundo y tercer
trimestre.

PLAP: fosfatasa alcalina de tipo placentario

N/I: No informado

NTA: Andlisis de seguimiento de nanoparticulas

4.2 Vesiculas extracelulares contribuyen al proceso de implantacion.

Un embarazo exitoso va a depender principalmente de una implantacién normal

y de un desarrollo correcto de la placenta. En este sentido, es importante recordar

que el utero debe pasar por un proceso de diferenciacion, destacandose la
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reaccion decidual que se genera en el endometrio para asi permitir la posterior
implantacion del blastocisto. En el organismo existen diversos mecanismos de
comunicacion intercelular los cuales contribuyen a procesos fisiol6gicos que se
llevan a cabo desde el inicio del embarazo como lo son la proliferacién celular,

implantacion, embriogénesis y otros [41,75].

Durante los ultimos afios diversos estudios se han enfocado en investigar las
funciones de las vesiculas extracelulares en el transcurso del periodo
gestacional. Especificamente, si estas se encuentran involucradas de alguna
manera en el proceso de implantacion. La implantacion embrionaria es un
proceso complejo que involucra la estrecha comunicacion e interaccion entre el

ambiente uterino materno y el embridn en estadio de blastocisto

Un blastocisto se compone de dos tipos distintos de células: la masa celular
interna (ICM), que forma el embrién, y el trofectodermo, que rodea el ICM y
eventualmente forma la placenta. La capa de trofectodermo es responsable de
unir inicialmente el blastocisto al revestimiento uterino, momento en el que el
trofectodermo, ahora denominado trofoblasto, migra e invade el Utero para
implantar el embrién (es decir, la implantacién). Luego, los trofoblastos proliferan
ampliamente y contindan migrando e invadiendo el Gtero para crear la placenta,
qgue lleva nutrientes al embridbn en crecimiento. Estos primeros eventos de
desarrollo son fundamentales para el establecimiento de un embarazo exitoso, y
los errores que ocurren durante la implantacion pueden tener consecuencias

nefastas [17].

Desrochers et al. [17] examind como las células madre embrionarias (ES), que
se derivan del ICM, participan en la comunicacion intercelular dentro del contexto
biolégico del embridon en etapa de blastocisto y su implantacion en el Gtero.
Usando un enfoque in vitro que las células ES liberan MV, que pueden activar
vias de sefalizacion en los trofoblastos, 10 que conduce a una mayor migracion.

Para responder si las células ES tienen influencia sobre los trofoblastos, se utilizé
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la linea celular HTR8/Svneo la que fue cultivada en medio libre de suero, como
también en paralelo se desarroll6 un cultivo de la misma linea celular crecida en
presencia de microvesiculas (MVs) derivadas ES. En esas condiciones se
examind silos MV generados por las células ES estimulaban los trofoblastos para
formar bordes de ataque (leading edges), un sello distintivo de la migracion de
células polarizadas. Los trofoblastos colocados en medio sin suero, que carecian
0 se complementaban con MV derivados de células ES durante 1 h, se tifieron
para detectar actina filamentosa (actina F) y Rac1, dos proteinas que se localizan
en los bordes de ataque de las células migratorias. Casi el 35% de los trofoblastos
tratados con MV derivadas de células ES mostraron bordes de ataque bien
definidos, lo que representa un aumento de mas del doble en comparacion con
las células control no tratadas (Figura 7). La capacidad de los MV de células ES
para inducir a los trofoblastos a formar bordes de ataque estuvo acompafada de
una migracion mejorada medida en ensayos de cicatrizacion de heridas, que fue

comparable a la estimulacién obtenida con suero (Figura 8).

Los resultados obtenidos en trofoblastos tratados con las MVs dan cuenta que
estos son capaces de adquirir un fenotipo migratorio. Esto ademas es
comparable con la estimulacion obtenida con 1% suero, la cual es utilizada para

confirmar que el efecto observado es causado por una migracion celular.
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Figura 7: (A) Trofoblastos incubados con medio sin suero, suplementado sin
(Serun-free médium) o con MVs aislado de células madre embrionarias. (B)
Porcentaje de células en A que presentan leading edges. Desrochers et al.
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Figura 8: (A) Imagenes ensayo de cicatrizacion de heridas en células
trofoblasticas incubadas con medio sin suero suplementadas sin (Serum-free
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médium) o con MVs (ES cell MVs) o 1% de suero. (B) Los ensayos en C fueron
cuantificados y graficados segun el area relativa de la herida abierta. Desrochers

et al.

Los autores mostramos que las células ES generan y secretan VE capaces de
generar sefales activadoras en los trofoblastos que contribuirian de manera
positiva a generar un aumento en la migracion de éstos. Afectando uno de los
pasos mas tempranos e importantes del embarazo, la implantacion (Figura 9).
Los autores, ademas, mostraron que la inyeccion de MV de células ES en
blastocistos mejora sus tasas de implantacion después de que los embriones se
transfieren a los Uteros de ratones hembra (Datos no mostrados en la revision
dado que es un estudio en animales). Hasta donde sabemos, los hallazgos
informados aqui brindan las primeras demostraciones de que el embridn puede
enviar seflales que promueven directamente la migracion del trofoblasto e

influyen en el proceso de implantacion

Trophoblasts

ES cell MVs

Trophoblast
migration Attaching +
invading

trophoblasts

ES cells
(ICM)

Blastocyst Uterine wall

Figura 9: Esquematizacion de la comunicacion entre células ES y trofoblastos, y

como esto promueve finalmente la implantacion del embrion. Desrochers et al.
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4.2.1 Cémo el contenido de las vesiculas extracelulares contribuye al

proceso de implantacion.

La comunicacion sincronica entre el embrion en desarrollo y el endometrio
receptivo es crucial para la implantacion del embrion. Por tanto, se requiere una
interaccion sinérgica entre el endometrio y el blastocisto, tanto inmediatamente
antes como durante la implantacion. EI endometrio es un tejido dinAmico que
sufre una remodelacion y diferenciacion ciclica a lo largo de la vida reproductiva
de la mujer. Cada ciclo menstrual consta de 2 fases; una fase proliferativa (no
receptiva) y una secretora (receptiva), reguladas por las hormonas esteroides
estrogeno (E) y progesterona (P), respectivamente. Este fendmeno implica la
regulacion celular y molecular de la comunicacion célula-célula, la cual va a
inducir adaptaciones que implican la remodelacion del citoesqueleto/matriz
extracelular (MEC), las respuestas de adhesién y la expresion de muchos
factores de crecimiento, citocinas y sus mediadores (Figura 10) [23]. Es
importante destacar que, en términos del microambiente preimplantacional, se
han identificado proteinas secretadas de origen epitelial endometrial, y lo que es

mas importante, tienen funciones definidas en la interaccion embrion-materno.

attachment

apposition ; ;
PP invasion

1 SS/Exos
2 .O. 0‘:.

Endometrium

Figura 10: Funciones de los exosomas derivados del endometrio durante la

implantacion del embrion. Greening et al.
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Recientemente, se han identificado exosomas en el liquido folicular de los
foliculos ovaricos, donde se ha demostrado que contienen diversos microARN
(miARN), lo que sugiere un papel en la mediacion de la comunicacion celular en
el microambiente local. En este sentido, se investigo el rol de los exosomas en la
regulacion de las interacciones endometrio-embrion en todo el microambiente

uterino.

Estudios protedmicos realizados en exosomas derivados del epitelio endometrial
purificados (Exos) influenciados por las hormonas del ciclo menstrual estrégeno
(E; fase proliferativa) y estrégeno mas progesterona (EP; fase receptiva) [23],
muestran que en la fase receptiva, los exosomas recolectados se encuentran
enriquecidos de forma Unica con 254 y 126 proteinas, en la fase proliferativa. Es
importante destacar que la carga de proteina EP-Exos se relacion6é con cambios
fundamentales en la implantacién: adhesion, migracion, invasion y remodelacion

de la matriz extracelular (Figura 11)

A B
Proteinas Asociadas con Red de microtibulos (TUBALC,
Foriomes Reorganizacion TUBA4A, PAFAH1B1, DCTN1)

Citoesquelética y Red de actina (ARPC2, CALD1).

Sefializacion en Exosomas en | Uniodn de actina-miosina (CDM)

Respuestaa E Reorganizacion del citoesqueleto
de actina (CDK5, CDK2, RAP2A)

Regulacion de proteinas Membrana Basal: LAMC1, LAMAS.

asociadas con la organizacion | Adhesion celular:ESPON1, ICAM1,

de la arquitectura ECM en ITGB3.

exosomas en respuesta a EP Matriz extracelular: FBLN1,
BARRIL

£p Proteasas: ADAMTS15, DPP3
(cambined biological and MOIéCU|aS_ jmplicadas_en
technical repiicates) implantacion de embriones: CD55,
789 HSPG2,

E: Estrégeno; P: Progesterona

Figura 11: Perfil protedmico de exosomas derivados de células ECCL1 tratados

con hormonas. (A) Diagrama de Venn bidireccional del perfil protedbmico de
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exosomas tratados con E y EP. (B) Tabla resumen del perfil diferencial de

proteinas tratadas con E y con EP. Greening et al.

La actividad funcional de los exosomas derivados del endometrio se investigd
utilizando E-Exos y EP-Exos marcados con fluorescencia, los que se agregaron
a las células trofoblasticas HTR8 y se controlaron mediante imagenes de células
vivas. El registro en tiempo real mostro la acumulacion de exosomas durante un
periodo de 4 h con un aumento significativo en la intensidad de la fluorescencia
observada en las células trofoblasticas HTR8 expuestas a EP-Exos y E-Exos en

comparacion con el control (Figura 12 Ay B).

Para investigar si los exosomas transportan carga funcionalmente activa, se
examino la capacidad adhesiva de las células HTR8 en ausencia o presencia de
E-Exos y EP-Exos. La adhesion fue monitoreada por el sistema xCELLigence y
mostré que EP-Exos indujo un aumento muy rapido (en 1 h) en la capacidad
adhesiva de las células HTR8, alcanzando un méximo a las 1,5 h y luego
manteniéndose hasta las 4 h (punto final experimental). Este aumento de la
adhesion fue significativamente mayor después de la absorcion de EP-Exos ( P <

0,001) en comparacion con E-Exos (Figura 12 C)
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Figura 12: Captacion in vitro y efectos funcionales de exosomas derivados de
ECC1 en células trofoblasticas. (A) Acumulacidon de la intensidad de
fluorescencia de E-Exos y EP-Exos marcados con Dil en células receptoras de
trofoblastos HTR8 humanos durante 4 h de grabacién en vivo. (B) Imagenes
microscopicas de HTR8 en ausencia (panel superior) y presencia de exosomas
(paneles medio e inferior). Puntas de flecha: exosomas marcados con Dil dentro
de células HTRS8. (C) ensayo de adhesion celular en trofoblastos humanos en
presencia y ausencia de E-Exos y EP-Exos. Greening et al.

Los resultados mostrados hasta ahora indican que las células de endometrio son
capaces de secretar exosomas cuyo contenido es diferente dependiendo el
estimulo que reciben las células. Estos exosomas serian capaces de modular la

funcién de los trofoblastos, dependiente del contenido de los exosomas.

Con el fin de poder determinar la posible via que lleva a la respuesta de adhesion
en las células trofoblasticas con exosomas, este grupo de investigacién se
propuso analizar ciertos marcadores de adhesion, siendo estos la kinasa de
adhesion focal (FAK), FAK fosforilada (Tyr3%7), fibronectina y EpCAM.

De esta manera, fueron capaces de demostrar que las células expuestas a los
exosomas presentaron un aumento significativo en los niveles de FAK, FAK-
Tyr3¥7 y fibronectina. Ademas, EP-Exos generé un mayor incremento en la

expresion de FAK y FAK-Tyr3%” en comparacién a E-Exos (P < 0.01) (Figura 13).
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Figura 13: Efecto funcional de exosomas derivados de ECC1 en células
trofoblasticas. (A) Western blots de proteinas blanco downstream (FAK, FAK
fosforilado, fibronectinay EpCAM) en células HTR8 después de 4h cultivadas con
(50 ug/mL) o sin E-/E-Exos. (B) Andlisis densiométrico de Western blot
normalizados en (A). Data presentada como intensidad relativa (media £ SEM,
n=3 replicado bioldgico) para cada punto de tiempo y proteina target; *P<0.05,

**P<0.01 considerados significativos. Greening et al.

Asi, este estudio demuestra que la presencia de exosomas derivados de
endometrio en fase receptiva en el contexto de la peri-implantacion puede alterar
el comportamiento del trofoblasto de tal manera de favorecer la respuesta

adhesiva funcional necesaria para la implantacion.

Considerando la funcion del trofoblastos en el embarazo, un grupo de
investigacion liderado por Atay [3], decidi6 investigar la composicion proteica de
las vesiculas liberadas por los trofoblastos para definir las posibles actividades
biologicas asociadas con ellas y las vias moleculares moduladas por estas

vesiculas.

Para determinar la composicion proteica de exosomas derivados de la linea
celular de trofoblastos Sw71. Los exosomas se purificaron a partir del
sobrenadante de cultivo libre de células usando nuevamente un protocolo de
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purificacion de tres pasos, comenzando con ultrafiltracion de los medios
acondicionados, flotacion en gradientes de densidad de sacarosa Yy

ultracentrifugacion.

En general, se identificaron un total de 282 proteinas totales: 232 de ellas
representaban proteinas definidas y 50 proteinas constituian proteinas no
caracterizadas y/o hipotéticas.

La mayoria de las proteinas de exosomas derivados de células Sw71 derivan del
citosol (45,3%), asociadas a la membrana (33,9 %) y del espacio extracelular
(12%). En cuanto a los principales procesos bioldgicos, se identificaron proteinas
involucradas en el metabolismo (38%), el desarrollo (24%) y la respuesta al
estimulo (21%), la adhesion (8,8%), la respuesta inmunitaria (7,8%), la

reproduccion (5%), locomocién (5%), crecimiento (1,3%) y muerte celular (1,3%).

Las 232 proteinas asociadas a exosomas identificadas se clasificaron utilizando
las subclases de ontologia génica (GO). Los resultados de este analisis se

muestran en la Figura 14.

Las tres redes mas significativas definidas por el software MetaCore fueron
representadas por la red 1l-respuesta inmune/fagosoma en presentacion de
antigeno, red 2-citoesqueleto/regulacion del reordenamiento del citoesqueleto, y
la red de 3 células/adhesion a matriz celular mediada por integrina.
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Figura 14: Andlisis de red de proteinas SDE identificadas por lonTrap MS
utilizando el software MetaCore. (A) Redes de procesos GeneGo definidas por
MetaCore. Lista de las diez redes bioldgicas mejor puntuadas significativamente.
Las proteinas derivadas experimentalmente de lonTrap estan representadas por
circulos negros oscuros. Solo la interaccion directa proteina-proteina se
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(C) Red 2

Citoesqueleto_Regulacion del reordenamiento del citoesqueleto. (D) Red 3:

como lineas Respuesta
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Inmune_Fagosoma en presentacion de antigeno.

Adhesion celular_Adhesion de matriz celular mediada por integrinas. Tenga en

cuenta que todas las vias activan NFkB/PI3Kinase y MAPKinase intracelulares.

Atay et al.
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Los resultados hasta ahora presentados indican que durante el embarazo y otros
procesos, las células utilizan vesiculas extracelulares como una via de
comunicaciéon. Ademas, el mensaje contenido en las vesiculas cambia
dependiente del ambiente en el que éste inmersa las células que originan las

vesiculas.

Hasta ahora, los resultados mostrados indican que los exosomas modulan el
proceso de implantacién a través de regular la proliferacién e invasion de células
durante la gestacién. Ademas, los resultados permiten suponer que su papel
puede también estar asociado a un rol inmunomodulador y de regulador
metabalico.

4.3 Identificacion y caracterizacion de vesiculas extracelulares pequefias de

origen placentario en circulacién materna.

Las microvesiculas y nanovesiculas celulares (exosomas) contribuyen a la
comunicacioén celular y estan involucradas en muchos procesos biolégicos todos
centrados en la sefializacion celular. A través de: (i) transportar diversas
proteinas de membrana y citosélicas, asi como mensajeros y microARN ; (ii)
pueden afectar la fisiologia de sus células diana de varias formas, desde inducir
la sefalizacion intracelular tras la unién a los receptores, hasta conferir nuevas
propiedades tras la adquisicion de nuevos receptores, enzimas o material
genético por fusion o endocitosis; (iii) Participando en procesos fisioldgicos,
como también estar involucradas en procesos fisiopatoldégicos. Evidencia
emergente, sugiere que los exosomas pueden transferirse durante el embarazo
desde la placenta al feto, como también desde la placenta hacia circulacién

sistémica materna [65].
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Como se menciond con anterioridad en el capitulo 2.4, se ha reportado que las
vesiculas extracelulares estarian presentes en la mayoria de los fluidos
biolégicos como lo son la sangre, saliva, leche, liquido amnidtico y 6rganos como
la placenta [76]. Dado la importancia de las VE, éstas tienen un gran potencial

como biomarcadores no invasivos para evaluar la salud materna y fetal.

Las vesiculas extracelulares median las comunicaciones feto-maternas y
participan en muchas actividades fisiol6gicas importantes durante el embarazo,
incluida la implantacién embrionaria, la inmunomodulacion, la remodelaciéon de
las arterias espirales, las adaptaciones metabdlicas y el parto. Algunas de ellas

se abordaran en el proximo capitulo de esta revision.

Hace un par de afos atras, una de las dificultades de la investigacion de las
microvesiculas estaba restringida por los métodos experimentales. Se utilizaba
microscopia electrénica, para determinar su presencia 0 western blot para
determinar la abundancia de marcadores, no obstante, estas herramientas no

estregan informacién acerca del nimero o tamafo de éstas.

Se postulaba que la placenta libera microvesiculas y nanovesiculas hacia la
sangre materna durante el embarazo como parte del recambio normal de la
superficie placentaria. Sin embargo, las vesiculas recuperadas del plasma
derivan de muchos tipos de células diferentes, incluidas plaquetas, células

endoteliales , leucocitos y globulos rojos, lo que complica su analisis.

Dragovic et al. [18] realizaron los primeros estudios utilizando analisis de tracking
de nanoparticulas (NTA) para medir el tamafio y la concentracion de
microvesiculas y nanovesiculas en muestras bioldgicas de origen placentario.
Para reducir la interferencia de vesiculas derivadas de células diferentes a la

placenta, en este trabajo se obtuvieron vesiculas extracelulares a través de la
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perfusién placentaria, inmediatamente después del parto. Las muestras se
obtuvieron de mujeres que cursaron un embarazo saludable y que fueron
sometidas a una cesarea. Para confirmar el origen placentario de las vesiculas
obtenidas, se utilizé el anticuerpo NDOG2 dirigido contra la fosfatasa alcalina
placentaria, el cual es un marcador clasico de placenta. Como control se utilizé

un anticuerpo de tipo IgG1.

Los resultados del andlisis por NTA de dispersion de luz y fluorescencia para
vesiculas etiquetadas con NDOG2 y control IgG 1, muestran distribuciones de
tamafo de las vesiculas con picos en la region de 100 nm y 180 nm (rango de 50
a 600 nm), ya sea que se mida en modo de dispersiéon de luz o de fluorescencia.
Las pequefias diferencias entre los tamafios de los picos en los modos de
dispersién de luz y fluorescencia se encontraban dentro del nivel de variabilidad
observado para esta técnica (Figura 15). Un analisis complementario de las
vesiculas por citometria de flujo muestra que un 93,5 % de las vesiculas

obtenidas son NDOG2 positivas, confirmando su origen placentario (Figura 16)

W
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Size nm

Figura 15: Vesiculas placentarias marcadas con el anticuerpo NDOG2
conjugado con puntos cuanticos y analizadas en NanoSight NS500 en modos

light scatter (linea azul) y fluorescencia (linea roja). La linea verde muestra
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vesiculas placentarias marcadas con anticuerpo de control de isotipo de punto

cuantico IgG1 de ratén analizado en modo de fluorescencia. Dragovic et al.
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Figura 16: Andlisis de vesiculas placentarias por citometria de flujo. (A) Vesiculas
placentarias marcadas con anticuerpo de control de isotipo IgGl de ratén
conjugado con puntos cuanticos. (B) Vesiculas placentarias marcadas con
anticuerpo NDOG2 especifico para vesiculas placentarias conjugadas con
puntos cuanticos. Dragovic et al.

Estos resultados validan datos anteriores de literatura en los que se proponia que
la placenta era capaz de secretar vesiculas extracelulares. Por otra parte, estos
resultados entregan una herramienta adicional a los estudios descriptivos y
cualitativos de las VE, ya que permite la posibilidad de realizar estudios

cuantitativos de las vesiculas extracelulares en distintos contextos bioldgicos.

4.3.1 Vesiculas de origen placentario en circulacién materna

Considerando el rol de las VE en comunicacion celular, una de las preguntas a
resolver es cual es el destino de las VE liberadas por la placenta, es decir su
funcion es modular la funcion celular en el entorno cercano o bien salen del
ambiente gestacional a la circulacion sistémica materna y/o fetal. En este sentido

el grupo de investigacion de D. D Taylor [58] identifico la presencia de exosomas

56



placentarios en circulacion sistémica de mujeres embarazadas, no asi en mujeres
no embarazadas. Esta identificacion se realizd a través de la seleccion desde
exosomas plasmaéticos totales, aquellos provenientes de placenta a través de la
union a PLAP acoplados a microesferas de agarosa (Figura 17).
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Figura 17: Exosomas aislados por inmunosorcion utilizando anticuerpos contra
epitopos externos de D3, CD19, CD56, CD83 y fosfatasa alcalina de tipo
placentario (PLAP). (a) Concentracion de proteinas exosomales. (b) Micrografias
electrénicas de exosomas placentarios aislados y la fraccién autdloga del control

no embarazada. D.D Taylor et al.

Una vez establecida la presencia de exosomas en circulacion sistémica materna
la pregunta a resolver es: ¢la cantidad de exosomas de origen placentario varia

de acuerdo con las etapas del embarazo?

4.3.1.1 Variacion del numero de vesiculas durante las etapas gestacionales.
Un estudio realizado por Salomon et al. [63] se centr6 en analizar las

concentraciones de exosomas derivados de placenta, presente en circulacion
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sistémica. Para ello, se realiz6 el seguimiento durante el primer, segundo y el
tercer trimestre de embarazo, considerando ademas como control mujeres no

embarazadas.

El primer trimestre se consideré a las semana 6-12 de gestacion, el segundo
trimestre a las semana 22-24 de gestacion) y tercer trimestre (semana 32-38 de

gestacion).

Los exosomas de plasma materno aislados por centrifugacion diferencial y en
gradiente de densidad de sacarosa se caracterizaron por una densidad de
flotaciéon de 1,126 a 1,187 g/ml (fracciones 5 a 8), la presencia de CD63, CD81 y
CD9 segun lo evaluado por Western blot (Figura 18). Ademas, se determin6 un
tamafio de particulas de ~100 nm de didmetro cuando se obtienen imagenes por

microscopia electrénica (dato no mostrado).

Los resultados indican que la concentracion de proteina exosomal en plasma de
mujeres no embarazadas (n = 9) promedi6 0,03 + 0,01 mg de proteina/ml y fue
significativamente mas baja que la observada en el plasma de mujeres durante
el primer trimestre (0,61 + 0,14 mg de proteina/ml, n = 20, p<0,001, prueba t de
Student). Ademas, las concentraciones de proteina exosomal en plasma
aumentaron significativamente durante el avance del embarazo y promediaron
0.94+0.41 y 1.40£0.11 mg/ml en el segundo y tercer trimestre respectivamente
(Figura 19 A).
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Figura 18: Western blot representativo para marcadores enriquecidos en
exosomas: CD63, CD9 y CD81. Densidad del exosoma representado como un
cuadrado rojo. Salomon et al.

El nimero de exosomas (NE) y la concentracién de PLAP exosomal se cuantifico
en muestras seriadas de plasma materno obtenidas durante el primer, segundo
y tercer trimestre. En mujeres embarazadas, el NE aument6 significativamente

(ANOVA, p<0,001) con la progresiéon del embarazo (Figura 19 B).
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Figura 19: (A) Concentracion de exosomas en plasma presentada como mg de
proteina exosomal por ml de plasma y (B) Numero de exosomas durante el

embarazo. Salomon et al.

59



La concentracion de exosomas derivados de la placenta en el plasma materno
(como lo indica el PLAP exosomal) aumentd con la edad gestacional: primer
trimestre 99,8+5,3 pg/ml; segundo trimestre 397+23; y tercer trimestre 731+35
pg/ml (Figura 20) . PLAP exosomal inmunorreactivo no fue detectable en plasma

de mujeres no embarazadas (datos no mostrados).

Se observaron resultados similares en la abundancia de proteina PLAP exosomal
(Western Blot) durante el embarazo (Figura 21).

1400

1200-

-

1000

800

600

Exosomal PLAP
(pgimi)

400

Ll Al 2t i1

L3

—4-

200

First Second Thrd

Pregnant-Gestational Age (rimesier)

Figura 20: Concentracion de PLAP exosomal durante el embarazo normal.

Salomon et al.
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Figura 21: Panel superior: Sedimento de exosomas enriquecidos cargados y
analizados por Western Blot para PLAP y CD63 en exosomas (combinacion
fracciones 5 a 8) del plasma materno en el primer, segundo y tercer trimestre del
embarazo. Panel inferior: densitometrias de relacion PLAP/CD63 de los datos en

la parte superior normalizado a 1 (primer trimestre). Salomon et al.

Para estimar los cambios en la contribucion relativa de los exosomas placentarios
al total de exosomas presentes en el plasma materno, se determiné el contenido
de PLAP por exosoma (proporcion PLAP). Tanto la concentracion de PLAP
exosomal (pg/ml de plasma) como el nimero total de exosomas/ml de plasma
(NE/ml de plasma) aumentaron durante el embarazo (Figura 22). La proporcion
de PLAP en plasma fue constante durante el primer y segundo trimestre pero

disminuy6 4 veces durante el tercer trimestre (Figura 23) .

Estos datos pueden representar una disminucion en la liberacion de exosomas

PLAP*¢ de la placenta, una mayor liberacion de exosomas de fuentes no
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placentarias o una combinacion de ambos. Los datos aqui obtenidos no permiten

discriminar entre estos posibles escenarios.
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Figura 22: Cambios en NE y exosomas placentarios especificos en la circulacion

materna durante el embarazo. Salomon et al.
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Figura 23: Proporcion de exosoma placentario especifico y NE, durante los tres

trimestre del embarazo. Salomon et al.

Los datos obtenidos en este estudio establecen que el embarazo esta asociado
con un aumento dramatico en la cantidad de exosomas que circulan en la sangre
materna. La concentracion de proteina exosomal en el plasma del primer
trimestre fue 50 veces mayor que la observada en mujeres no embarazadas.
Ademas, se determiné que los exosomas presentes en el plasma materno
pueden tener un origen materno y/o fetal (placentario), considerando que PLAP

es un marcador de sincitiotrofoblasto (Figura 24).

Si bien en este trabajo, se demostré el perfil de cambio en el numero de
exosomas placentarios durante el embarazo. Los datos obtenidos no permiten
identificar como este perfil diferencial cumple una funcién en la regulacién de la

funcién celular durante el embarazo.

Los autores concluyen que en condiciones fisiolégicas una pequefia cantidad de
estas VEs, principalmente exosomas, se liberan desde la placenta hacia la
circulacion materna. De esta manera, se permitiria la comunicaciéon entre tejido

feto-placentario y materno con un intercambio de informacion relevante [10,48].
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Figura 24: Subtipos de vesiculas extracelulares liberados desde la placenta

hacia la circulacion materna. Buca et al.

4.3.1.2 Efectos de los cambios en la concentracion de oxigeno y glucosa

en la generacion de vesiculas extracelulares durante el embarazo

Efecto de tensién de Oxigeno en la generacién de exosomas de origen
placentario.

La placentacién es un proceso sensible al oxigeno. Los eventos que ocurren
desde el momento de la implantacion hasta la perfusion materna de la placenta
estan influenciados y dirigidos por las tensiones de oxigeno especificas del sitio.
En el momento de la implantacion del embrion, la tension de oxigeno intrauterino
es de ~3 %, mientras que la tensioén de oxigeno de la decidua y el miometrio es
de ~8-12 %. Se cree que este gradiente de oxigeno permanente promueve y
dirige la invasion de células trofoblasticas extravellosas (EVT) hacia la decidua y
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el miometrio, donde se acoplan y remodelan las arteriolas espirales maternas
[59]. La perturbacion de las tensiones de oxigeno intrauterino puede
comprometer el desarrollo normal de la placenta. Los mecanismos moleculares
por los cuales la tension de oxigeno regula la funcién EVT y la comunicacién

célula a célula con los tejidos maternos aun no se han dilucidado por completo.

En este contexto, Salomon et al. [59] demostré que la cantidad de exosomas
liberados desde citotrofoblastos, obtenidos desde placentas de primer trimestre
derivadas de interrupcién legal del embarazo, se encuentra aumentada a medida

gue se disminuye la tensidén de oxigeno (Figura 25).
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Figura 25: Efecto de la tensién de oxigeno en la liberacion de exosomas desde

citotrofoblastos. Salomon et al.

En este mismo sentido, se demostré que en condiciones de bajas tensiones de
oxigeno (es decir, 1% de 02), los exosomas derivados de citotrofoblastos
promueven la invasion y proliferacion de EVT (Figura 26).
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Figura 26: Efecto de exosomas obtenidos desde citotrofoblastos bajo distintas

tensiones de oxigeno en (A) la capacidad de invasion y (B) proliferacion de

células HTR-8/SVneo. Salomon et al.

El andlisis protedmico de los exosomas obtenido desde citotrofoblastos bajo

diferentes gradientes de oxigeno identific6 cambios dependientes del oxigeno en

el contenido de proteina (Figura 27). La relevancia biolégica de las proteinas de

expresion diferencial se analizé utilizando el software Ingenuity Pathway Analysis

(IPA). Las proteinas exosOmicas aisladas de Citotrofoblastos expuestas a

diferentes tensiones de oxigeno se asociaron con el movimiento y la morfologia

celular, el tréfico de células inmunitarias y el ensamblaje y la organizacion celular

de acuerdo con el analisis IPA
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Figura 27: Diagrama de Venn representa la distribucion de proteinas comunes y
Unicas identificadas por nanospray LC-MS/MS (ABSciex 5600) en exosomas
liberados de células trofoblasticas expuestas al 1 %, 3 % y 8 % de tensién de

oxigeno. Salomon et al.

En resumen, la liberacion de exosomas del cultivo primario de células
citotrofoblasticas depende de la tension de oxigeno. Los exosomas derivados de
Citotrofoblastos aumentan la invasion y proliferacién de células EVT de una
manera dependiente de la concentracion de oxigeno. El contenido de proteina
exosomal se altera en respuesta a la tension de oxigeno, con la mejora de las
sefales involucradas en la invasion y migracion celular. Los autores proponen
que la liberaciobn de exosomas derivados de Citotrofoblastos en condiciones
hipéxicas dentro de la placenta puede ser una respuesta adaptativa para

promover la proliferacién e invasion de células trofoblasticas extravellosas.

Concordante con estos hallazgos, un estudio realizado por Pillay et al. [52] evalu6
el perfil de exosomas placentarios en plasma de mujeres embarazadas con
preeclampsia, patologia asociada a cambios en la oxigenacion en los tejidos

fetoplacentarios.

Los resultados obtenidos (Figura 28 y 29) muestran que existe una diferencia
significativa entre la cantidad de exosomas presentes en embarazos
normotensivos y en preeclampsia, siendo mayor en este ultimo tanto de manera
temprana como tardia. Solo en el caso de analisis de PLAP exosomal, los
embarazos con preeclampsia tardia presentaron una menor concentracion en
comparacion con los demas grupos de estudio. Estos resultados apoyan la
hipdtesis centrada que la secrecion de exosomas y el perfil de éste sera
afectados con las condiciones ambientales a las que la madre este sometida

durante el embarazo.
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Figura 28: Concentracion de exosomas en preeclampsia temprana y tardia. (a)
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Figura 29: PLAP exosomal en embarazos normotensivos y preeclampsia. Pillay

et al.
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Efecto de la concentracidén de glucosa en la generacion de exosomas de

origen placentario.

Durante un embarazo saludable es normal que se desarrolle resistencia a la
insulina, ya que esto corresponde a una adaptacion fisiol6gica de la madre de tal
manera de asegurar un suministro de nutrientes para el crecimiento del feto
[29,66]. Cuando la liberacién de insulina no es capaz de compensar esta

resistencia a la insulina se desarrolla diabetes mellitus gestacional (DMG) [60].

La DMG se define como una intolerancia a la glucosa que se desarrolla durante
el segundo y tercer trimestre del embarazo [12]. Asimismo, la DMG se caracteriza
por un nivel de glicemia en ayuno = 92 mg/mL, es decir, por presentar una
hiperglicemia [29]. Considerando que los niveles de glucosa puede ser un factor
que condiciona la secrecion de vesiculas extracelulares, y teniendo de base el
efecto de niveles de oxigeno en la generacion de vesiculas, Rice et al. evalu6
como los niveles de Oxigeno y de glucosa afectaban la generacién de vesiculas

extracelulares [56] en trofoblastos aislados del primer trimestre de embarazo.

En la figura 30, se presenta el efecto de la concentracion de glucosa (D-glucosa
5 mM y 25 mM) sobre la liberacion de exosomas de las células trofoblasticas del
primer trimestre bajo diferentes tensiones de oxigeno. La liberacion de exosomas
se correlaciond directamente con la concentracion de glucosa (P< 0,001) e

inversamente relacionada con la tensién de oxigeno (P< 0,001).

Con este resultado, Rice et al. demostré que la concentracion de glucosa afecta
la liberacion de exosomas, de tal manera que a mayor concentracion de glucosa

mayor liberaciéon de exosomas.
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Figura 30: Efecto de la concentracidon de glucosa y la tension de oxigeno en la

liberacion de exosomas. Rice et al.

Para valorar si el efecto de alta glucosa es sostenido en el tiempo durante el
embarazo, Salomon et al. [61] realiz6 el seguimiento de la cantidad de exosomas
liberados a circulacién sistémica materna durante los tres trimestres de
embarazo, en embarazadas normoglicémicas y con hiperglicemia a causa de

diabetes gestacional.

Los resultados indican que el nimero de exosomas presentes en el plasma
materno obtenido de embarazos normales y con DMG promedié 1,34x10%%+
2,75x10' y 2,89 x 10%+ 5,33 x10'vesiculas/mL de plasma, respectivamente
(Figura 31 A). La concentracion de exosomas aument0 progresivamente a lo
largo de la gestacién tanto en pacientes normoglicémicas como en DMG (Figura
31 B)

Para determinar el niumero de exosomas de origen placentario en el plasma
materno, se cuantificd la concentracion de PLAP exosomal. La concentracion de
PLAP exosomal fue significativamente mayor (P< 0,05) en plasma obtenido de
DMG que en embarazos normales y promedio 276 + 33 y 191 + 18,

respectivamente (Figura 31 C y D). En DMG, el numero de exosomas de origen
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placentario (como lo indica PLAP ELISA) aumenté mas con la edad gestacional

comparado con un embarazo normoglicémico.
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OBJETIVO 2: RELACIONAR EL ROL DE LAS VESICULAS
EXTRACELULARES CON LA MODULACION DE LA RESPUESTA INMUNE
DURANTE EL EMBARAZO.

4.4 Rol de las vesiculas extracelulares pequefias en la modulacion de la

respuesta inmune durante el embarazo.

El embarazo es una situacion Unica de inmunomodulacion en la que el sistema
inmunitario materno protege al feto del rechazo alogénico y mantiene la
inmunovigilancia. La mantencién de una respuesta inmune controlada, que
permita el desarrollo del embarazo implica la existencia y mantencion de una

comunicacion constante entre la madre y el feto.

Existen antecedentes que sefialan la existencia de comunicacion entre el
embrién y el sistema inmune materno. Esta afirmacion surge por datos de
laboratorio que indicaban que los linfocitos de mujeres producen una proteina
inmunomoduladora conocida como factor de bloqueo inducido por progesterona
(PIBF), capaz de estimular la secrecion de IL-10, IL-3 e IL-4 en células CD4+ y
CD8+. Estos datos indican que PIBF afecta el equilibrio Th1/Th2 y contribuye a
la disminucién de las respuestas mediadas por células durante el embarazo [68].
Por otro lado, otros reportes indican que linfocitos humanos expuestos a medios
de cultivo de évulos fertilizados, pero no con liquido folicular, resulta en un

aumento de la expresion de ARNm de IL-10 por parte de los linfocitos [16].

Estos datos sugieren que las sefiales derivadas del embrion o de la placenta
pueden influir en la respuesta inmune materna y otros fenébmenos de regulacion
gue ocurren durante el desarrollo gestacional. Sin embargo, el mecanismo de
transporte de sefiales no se ha investigado a fondo. Pudiendo las vesiculas

extracelulares estar involucradas en este proceso de comunicacion, debido a que
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éstas pueden transportar moléculas que potencialmente pueden modular la

respuesta inmune y el desarrollo de la progresion del embarazo.

4.4.1 Modulacién de la respuesta inmune por vesiculas extracelulares

durante el embarazo.

La inmuno tolerancia desarrollada por el feto es un distintivo del desarrollo de un
embarazo saludable. Se ha reportado, que durante los diferentes estadios del
embarazo se van desarrollando sincronicas adaptaciones inmunoldgicas

concordante con una estrecha comunicacidon materno fetal.

Las células trofoblasticas son una de pocas células del cuerpo humano que estan
desprovistas de subconjuntos especificos de antigenos leucocitarios humanos
(HLA), lo cual ayuda a promover la inmunotolerancia de la madre al aloinjerto
fetal. El sincitiotrofoblasto y el citotrofoblasto carecen de moléculas de MHC de
clase |y Il. Mientras que los trofoblastos extravellosos (EVTs) carecen de HLA-
A, HLA-B y del MHC de clase I, pero expresan las moléculas MHC de clase I,
HLA-C, HLA-E, HLA-F y HLA-G [2].

Este repertorio unico de antigenos HLA en las células trofoblasticas regula el
reconocimiento por parte del sistema inmune innato y por las células T. Ademas,
la ausencia de moléculas HLA-A y HLA-B restringe la presentacién de antigenos
fetales a las células inmunitarias maternas. La expresion de HLA-C, HLA-E, HLA-
G y HLA-F por parte de los EVTs, las que interactian con ligando especificos de

las células Natural Killer (NK), permite inhibir su funcién citotoxica [42,43].

La compleja coordinacion inmune durante, los tres trimestres del desarrollo
gestacional plantean un desafio en la interaccion bidireccional entre la madre y
el feto. Bajo este contexto las vesiculas extracelulares, en particular los
exosomas, podrian cumplir un rol regulatorio en la mantencién de la tolerancia

inmune durante todos los estadios del embarazo [10]. En otras palabras, los
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exosomas tendrian una funcidén inmunomoduladora, siendo esto clave para un
embarazo exitoso.

Diversos estudios se han enfocado en dilucidar de qué manera los exosomas
placentarios son capaces de ejercer dicha funcion inmunomoduladora (Tabla 6).
Principalmente, se ha propuesto que estos estarian involucrados en generar
efectos inmunosupresivos, permitiendo asi una ventaja inmunoldgica durante el
desarrollo del feto.

Tabla 6: Descripcion general de los estudios enfocados en el rol de las vesiculas

extracelulares en la modulacion de la respuesta inmune durante el embarazo.

Objetivo del Tipo de muestra Técnica utilizada Técnica Utilizada Marcador Referencia
estudio para la purificacion

. Para cuantificacion
de las vesiculas

0 caracterizacion

Evaluar si Placenta de Ultracentrifugacion Western blot CD63 [33]
exosomas embarazos de Microscopia de
secretados desde primer trimestre electrones
placenta de

emabrazo de
primer trimestre
son capaces de
transportar HLA-

G
Evaluar expresion Placenta de Ultracentrofugacion Microscopia CD63 [67]
de FasL y TRAIL embarazos inmunoelectrénica PLAP
en placentas de tempranos y Annexin V:PE
embarazo células T Jurkat Apoptosis Detection
temprano, y su Kit |
asociacién con
exosomas
Exosomas Células Ultracentrifugacion RT-qPCR (anélisis N/I [4]
derivados de trofoblasticas citoquinas)
trofoblastos son humanas Swan71
capaces de

inducir migracion
de monocitos y
con ello aumentar
la secrecién de
citoquinas

NGT: tolerancia normal a la glucosa
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En este sentido, un estudio de Kshirsagar et al. [33] investigd la posibilidad de
que HLA-G, un grupo de moléculas inmunosupresoras expresadas
principalmente en placenta, serian secretados via exosomas durante el

embarazo.

Para ello, utilizaron muestras placentarias obtenidas durante el primer trimestre
en embarazos sin complicaciones después de una cesarea. Luego, para el
aislamiento y cultivo de trofoblastos se disecciond 40-80g de tejido velloso
placentario y fueron sometidos a purificacion. Ademas, se realizaron cultivos de
explantes a partir de vellosidades flotantes disecadas libre de corién y decidua
en piezas de 30-50 mg y lavadas con PBS.

Posterior al cultivo, se realizé la obtencion de exosomas a partir de la recoleccion
de sobrenadantes de cada cultivo. Los sobrenadantes fueron limpiados mediante
centrifugacion secuencial, descartando los sedimentos obtenidos en cada
centrifugacion respectivamente. Los sobrenadantes obtenidos fueron
ultracentrifugados, permitiendo asi la sedimentacién de vesiculas pequefias,
incluyendo exosomas. Finalmente, los sedimentos obtenidos fueron lavados y

resuspendidos en PBS.

Primeramente, los autores analizaron la presencia y densidad de HLA-G en
exosomas placentarios de 6 muestras de pellet de los cultivos de explantes a
través de Western Blot. Como resultado de esto, Kshirsagar et al. observaron la
presencia de esta molécula en muestras obtenidas durante el primer trimestre,

especificamente de las semanas 7,8 y 10 de gestacion. (Figura 32).
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Figura 32: Analisis por Western Blot de exosomas obtenidos de trofoblastos

placentarios durante primer trimestre. Kshirsagar et al.

Sumado a ello, el andlisis de densidad revel6 que el valor obtenido para HLA-G
corresponde a la misma densidad que presenta el marcador de exosomas CD63
(Figura 33).

Figura 33: (A) Analisis por Western Blot de densidad de sedimentacion. (B)
Microscopia de electrones de exosomas aislados desde trofoblastos placentarios

durante el primer trimestre. Kshirsagar et al.

El resultado obtenido es compatible con el hecho que el HLA-G se encuentra
presente en los exosomas. Ademas, la presencia de HLA-G en exosomas
durante el primer trimestre podria dar cuenta de un rol en procesos de modulacion

inmune materna, influenciando asi tanto la inmunidad innata como la adaptativa.

Stenqvist et al. [67] demostraron a través de muestras de placenta de primer

trimestre, que los exosomas obtenidos transportaban: (i) FasL, una proteina
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transmembrana (parte de la familia TNF) que al unirse a su receptor induce

apoptosis; (i) TRAIL, un ligando inductor de apoptosis

Las muestras de placentas de primer trimestre fueron donadas por mujeres con
embarazos fisioldgicos, quienes se sometieron a una interrupcion electiva del

embarazo (8-14 semanas de gestacion).

Los explantes de placenta recién obtenidas fueron procesadas de manera
inmediata. Una vez cultivadas en un periodo de 24 horas, el sobrenadante se
recolect6 y se utilizé6 para el aislamiento de exosomas. El sobrenadante
previamente descrito se limpié a través de centrifugaciones secuenciales,
obteniendo al final de este proceso un sedimento con los exosomas. Este

sedimento luego fue lavado y resuspendido en PBS.

Con el fin de determinar la presencia de FasL y TRAIL, en exosomas
placentarios, se realiz6 una microscopia inmunoelectrénica (IEM), utilizando
contraste negativo para ilustrar la morfologia de estas vesiculas, CD63 para la
confirmacién de la presencia de exosomas y PLAP para confirmar su origen

placentario.

Los autores observaron y confirmaron que las vesiculas extracelulares
correspondian a exosomas de origen placentario. Ademas, observaron la
presencia de FasL y TRAIL en la superficie de los exosomas, comprobando asi
Su expresion como proteinas de membrana en dichas vesiculas. Sumado a esto,
se realiz6 una doble IEM para verificar la presencia de ambas proteinas en
exosomas. Sin embargo, Stengvist et al. observaron que ambas proteinas son
expresadas en diferentes exosomas, planteando que posiblemente provienen de

células placentarias de diferente origen. (Figura 34)
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Figura 34: Microscopia inmunoelectronica de exosomas placentarios. Stenqvist
et al.

En base a este ultimo resultado, los autores posteriormente estudian el efecto de
los exosomas placentarios que expresan FasL y TRAIL sobre células T Jurkat,
un modelo de linfocitos T (Figura 35).
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Figura 35: Exosomas placentarios que contienen FasL y TRAIL desencadenan
la apoptosis de las células T Jurkat. (A) Porcentaje promedio de apoptosis en
células T Jurkat inducido por diferentes concentraciones de exosomas
placentarios. (B) Induccién de la apoptosis por diferentes concentraciones de

exosomas en 7 muestras de embarazo normal temprano. Stenqvist et al.
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De esta manera, Stengvist et al. llegaron a la conclusiéon que los exosomas
placentarios que expresaban FasL y TRAIL tenian la capacidad de inducir
apoptosis en células T Jurkat. Asimismo, este efecto pro-apoptotico in vitro es
dependiente de la dosis, es decir, un aumento de exosomas placentarios genera
un aumento de células apoptoticas. Contribuyendo a la proteccion del feto de las

células inmunes maternas.

Para evaluar el efecto de los exosomas de origen placentario en la modulacion
de la secrecién de citoquinas y la diferenciacién de monocitos a macréfagos, un
grupo de investigacién liderado por Atay [4] aisl6 exosomas a partir de células
Swan71, que corresponden a una linea celular de trofoblastos del primer
trimestre. A través de qRT-PCR se analizaron los efectos de dichos exosomas
en la expresion de citoquinas anti y proinflamatorias (IL-1B, TNF-a, IL-10, TGF-j3,
e IL-6) (Figura 36).
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Figura 36: Cuantificacion por gRT-PCR de la induccion de transcripcion de genes
de citoquinas en macrofagos humanos por exosomas derivados de células Sw.71
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(SDE). Los gréficos sefialan los niveles relativos de mRNA de (a) IL-1pB, (b) TNF-
a, (c) IL-10, (d) TGF-B, (e) IL-6. Atay et al.

Estos resultados indican que los exosomas derivados de las células Sw.71 fueron
capaces de inducir la transcripcion de genes de citoquinas, principalmente pro-
inflamatorias. Esto ultimo seria indicativo de que los exosomas derivados de
trofoblastos son capaces de afectar el perfil inflamatorio en monocitos y su

posterior diferenciacion a macréfagos.

Frente a estos resultados, los autores proponen la hipotesis que este aumento
del perfil pro-inflamatorio, al generar un aumento en el reclutamiento de
monocitos y macrofagos, favoreceria un ambiente angiogénico, ayudando asi al

proceso de implantacion.
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OBJETIVO 3: ANALIZAR EL EFECTO QUE PUEDEN TENER LAS
VESICULAS EXTRACELULARES EN LA REGULACION METABOLICA EN EL
EMBARAZO.

4.5 Modulacién del metabolismo celular por vesiculas extracelulares

durante el embarazo.

Durante el embarazo, el metabolismo materno debe adaptarse y pasar por una
serie de cambios, de tal manera de asegurar el suministro de todos los nutrientes
y metabolitos necesarios para el correcto crecimiento y desarrollo del feto [48].
Asimismo, sera necesario que exista un equilibrio entre el metabolismo materno
y las demandas nutricionales del feto, apoyandose del transporte placentario para
ello [45]. Para que exista una homeostasis metabdlica y esta pueda ser constante
durante el periodo gestacional las diversas interacciones entre los distintos tipos
de tejidos y los diversos mecanismos de comunicacion célula-célula seran

primordial en este proceso [47].

Tal como se ha mencionado a lo largo de este trabajo, las VESs corresponderian
a un mecanismo de comunicacion célula-célula, a través del cual dependiendo
de su contenido pueden generar diversos efecto en las células blanco
respectivas. Debido a esta caracteristica es que se ha propuesto durante este
altimo tiempo que las VEs se encontrarian involucradas en el proceso de
homeostasis metabdlica materna-fetal [79]. Sin embargo, es reducida la
informacion que existe con respecto a este rol metabdlico de las VEs dentro del

contexto de un embarazo fisiologico.

Durante el embarazo se destaca la aparicion de resistencia a la insulina (RI)
fisioldgica, la cual a medida que se avanza hacia el tercer trimestre disminuye de

manera gradual. Paralelamente, los primeros meses de embarazo se destacan
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por ser anabdlicos, causando un aumento en las reservas de grasas, triglicéridos
y glicégeno. Mientras que los Ultimos meses, se convierte en un proceso
catabdlico, liderado por el transporte de glucosa y acidos grasos desde la madre
hacia el feto para asi cumplir con las demandas metabdlicas de éste [47,66].

A continuacion, se expondra un estudio (Tabla 7) el cual se ha centrado en
estudiar si las VEs poseen un rol dentro del metabolismo de glucosa, proceso
metabdlico fundamental para un desarrollo apropiado del feto.

Tabla 7: Descripcidn general de estudio enfocado en el rol de las vesiculas

extracelulares en el metabolismo de la glucosa.

Objetivo del Tipo de muestra Técnica utilizada Técnica Utilizada Marcador Referencia
estudio parala
purificacion de las
vesiculas

Para
cuantificacion o
caracterizacién

Exosomas Tejido adiposo de Ultracentrifugacion Human Glucose TSG101 [28]
derivados de mujeres con Metabolism RT2 CD63
tejido adiposo embarazo NGT Profiler PCR array.
poseen ciertos
genes que
influyen en el

metabolismo de
glucosaen la
placenta

NGT: Tolerancia normal a la glucosa

Un estudio liderado por Jayabalan et al. [28] se centré en investigar el rol de los
exosomas en la expresion de genes relacionados al metabolismo de la glucosa.
A partir de tejido adiposo (AT) omental obtenido a los 10 minutos posterior al
parto por cesarea en embarazadas con tolerancia normal a la glucosa (NGT). Los
investigadores analizaron cual es la influencia de exosomas del tejido adiposo en

la funcién metabdlica in vitro en células Bewo, un modelo celular de placenta.

Estos tejidos adiposos fueron lavados con PBS y se mantuvieron en cultivo por
24 horas para el aislamiento de exosomas, desde el medio de cultivo por

ultracentrifugacion (Figura 37).
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Figura 37: Diagrama de flujo del proceso de aislamiento y enriquecimiento de

exosomas. Jayabalan et al.

Para determinar el efecto de los exosomas de tejido adiposo (exo-NGT) en la
expresion de enzimas de metabolismo de la glucosa, las células Bewo se
incubaron por 24 horas con los exosomas. El perfil de expresion de genes
involucrados en la regulacion y vias enzimaticas de la glucosa y metabolismo del
glicégeno fueron cuantificados. Los resultados obtenidos del PCR fueron
sometidos a un analisis bioinforméatico, en que comparo el perfil de expresion de
enzimas de las células tratadas con exo-NTG respecto al control (Control vs NGT)
(Figura 38). El analisis bioinformatico demostrd que existen 6 genes regulados al

alza (up-regulated) en las células placentarias sometidas exo-NGT.
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Figura 38: Comparacion en el efecto de exosomas derivados de AT en

metabolismo de la glucosa en placenta. Grafico corresponde a un Volcano plot

de la diferencia de expresion de genes entre el control vs exo-NGT. Jayabalan et

al.

Especificamente, estos 6 genes que se encontraron regulados al alza (Tabla 7)

se encuentran asociados a la glicolisis (HK3 y TPI1), gluconeogénesis (PCK1 y
G6PC), produccion de glicogeno (UGP2) y degradaciéon (PYGM).

Tabla 8: Efecto de exo-AT en genes involucrados en glucosa y metabolismo de

glicégeno en placenta humana. Jayabalan et al.

Gene baseMean log2-Fold Change IfcSE P Value Adjusted P Value
Control vs exo-NGT
Glycolysis
TP 11.2546 20.1308 1.7319 0.0028 0.0774
HK3 17.6428 7.3544 2.2881 0.0068 0.1143
ENO1 1.2820 —0.4040 2.0833 0.0226 0.2709
Glyconeogenesis
PCK1 0.8605 37.5191 2.5676 0.0000 0.0015
G6PC 9.0744 24.4912 1.5772 0.0015 0.0629
Glycogen synthesis
UGP2 3.1553 1.2895 2.2055 0.0115 0.1604
Glycogen degradation
PYGM 17.5615 7.5171 2.2803 0.0063 0.1143
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Estos resultados sugieren primero que los exosomas, provenientes de tejido
adiposo de mujeres embarazas con NGT, generan cambios en las células
placentarias, especificamente, en la expresion de genes que se encuentran

relacionados con el metabolismo de la glucosa.

Sumado a esto ultimo, los investigadores también sugieren que estos cambios
en la expresion de genes causados por los exosomas podria ser un reflejo de las
adaptaciones que deben realizar las células placentarias con el fin de cumplir con
la transferencia de glucosa hacia el feto y el uso de glucosa en la placenta durante

el embarazo.
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5. DISCUSION

Las vesiculas extracelulares se han vuelto un tema de investigacion que ha
tomado prevalencia en los ultimos afios. Si bien es un area en la cual aun falta
mucho por descubrir y dilucidar, es esto mismo lo que genera un gran interés en

ellas.

En el contexto del embarazo y la comunicacion materno-fetal, a través de esta
revision es posible dar cuenta que las vesiculas extracelulares si cumplirian un
rol en dicha comunicacion. El aumento constante en la concentracion de
exosomas durante el embarazo permite suponer que desempefian algun rol
relevante durante la gestacion. Especificamente, un rol primordial que llevarian a
cabo corresponde a uno del tipo inmunomodulador, ya que tal como se detallo
los exosomas placentarios serian capaces de transportar ciertos ligandos
relacionados con la apoptosis y de esta manera activar este proceso. De esta
manera, se puede contribuir a una proteccion fetoplacentaria de las células

inmune maternas activadas.

Sumado a esto ultimo, también se demostrd que los exosomas son capaces de
inducir la liberacion de citoquinas anti y proinflamatorias. Esto significa que los
exosomas serian capaces de interaccionar con las células inmunes durante el
periodo de gestacion y asi llevar a cabo una parte de la comunicacion materno-

fetal.

Durante el presente trabajo también se sefiald que los exosomas pueden
desempeiiar un rol a nivel metabolico durante el embarazo. Asimismo, el estudio
en cuestion permiti6 demostrar que los exosomas provenientes de tejido adiposo
serian capaces de alterar la expresién de genes asociados al metabolismo de
glucosa en células placentarias. Este hallazgo toma aun mas importancia si lo

extrapolamos en patologias propias del embarazo como por ejemplo la diabetes
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mellitus gestacional (DMG), en la cual se ha visto que existe un aumento
significativo en la concentracion de exosomas en comparacion a embarazos
fisiologicos. Si sumamos la alta cantidad de exosomas y la capacidad de estas
de inducir la liberacion de citoquinas proinflamatorias en conjunto con las
caracteristicas clasicas de una DMG (hiperglicemia, resistencia a la insulina,
obesidad) podemos suponer que existe una potenciacion en los metabolismos de

glucosa, ademés un aumento de citoquinas proinflamatorias.

En base a lo anterior, las vesiculas extracelulares y especificamente los
exosomas podrian ser de utilidad como un biomarcador para diagnosticar
tempranamente patologias del embarazo. La implementacion de exosomas como
una herramienta de diagndéstico temprano seria un gran avance tanto en el area
de investigacion como en la clinica, ya que las patologias del embarazo como la
preeclampsia y la diabetes mellitus gestacional cursan muy silentes al inicio de
un embarazo, por lo que cuando se realiza el diagnéstico, estdn en un punto

irreversible, siendo un peligro tanto para la madre como para el feto.

Durante el proceso de busqueda bibliografica para sustentar la hipotesis
planteada de la presente revision, es relevante mencionar tanto los puntos fuertes
como débiles de la busqueda. En primer lugar, nosotros creemos que, en base a
todo lo investigado y sefialado durante en el presente trabajo, las vesiculas
extracelulares pequefias o exosomas cumplirian un rol importante durante la
gestacion, ya que son capaces de inducir y generar cambios tanto a niveles
inmunoldgicos como metabdlicos, asi como también son capaces de contribuir
en el desarrollo gestacional, destacandose su aporte en el proceso de

implantacion.

Sin embargo, también creemos relevante mencionar que si bien la informacion
recabada y presentada en este trabajo permite responder los objetivos que nos
planteamos, estos resultados no abarcan en su totalidad lo que corresponde por

definicion como comunicacion materno-fetal.
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Los resultados experimentales presentados fueron Illevados a cabo
principalmente a partir de la extraccibon de muestras de placenta, para
posteriormente hacer experimentos in vitro, estudiar la cantidad de exosomas
presentes en ellos, verificar el origen placentario de estos, etc. Pero ninguno de
estos evalla al mismo tiempo los cambios que se generan tanto a nivel fetal como

materno, solo se encuentran enfocados en placenta.

Esto es totalmente comprensible, debido tanto a la bioética que se debe tener en
este tipo de estudios como también a lo dificil que es simular o generar esta
comunicacion bidireccional que ocurre durante la gestacion. También no
descartamos que, debido al criterio de exclusion de estudios realizados en
especies distintas a la humana, es posible que existan muchos mas estudios

enfocados en obtener nuevos resultados respecto a la comunicacion madre-feto.

En base a todo esto, nosotros creemos que si bien los experimentos presentados
puede que no reflejen lo realmente complejo que es la comunicaciébn materno-
fetal, todos estos resultados corresponden a hallazgos muy importantes y que

permiten acercarnos cada vez mas a dilucidar esta comunicacion.

Actualmente, aun existe mucho por abarcar y descubrir en el area de las
vesiculas extracelulares pequenfias, pero gracias a los estudios recabados en esta
revision y muchos mas que se encuentran publicados, se podra avanzar y
dilucidar otras funciones que puedan presentar estas vesiculas en un contexto
fisiol6gico y patoldgico. Si bien la mayoria de los estudios actuales se centran en
evaluar el rol inmunomodulador de las vesiculas extracelulares en embarazo, aun
gqueda mucho por descubrir con respecto a estas vesiculas, sobre todo su
relacion y posibles funciones dentro del metabolismo celular durante el

embarazo.

88



6. CONCLUSION

El embarazo es un proceso altamente complejo, en el cual es necesario una
continua comunicacion celular y asi conseguir un éxito gestacional. Asimismo, la
comunicacién materno-fetal debe ser Optima para asi asegurar el flujo

bidireccional de esta y el correcto transporte de metabolitos y nutrientes.

En este sentido, las vesiculas extracelulares representan un mecanismo de
comunicacion entre la madre y el feto durante el periodo gestacional. Es por ello
gue tanto el origen de estas como su contenido se han convertido en un gran

area de investigacion.

La data obtenida y revisada en el presente trabajo establece que las vesiculas
extracelulares, especificamente los exosomas, son relevantes para un o6ptimo
embarazo. Los exosomas se encuentran en un constante aumento durante todo
el periodo gestacional. Ademas, estos llevarian a cabo un rol inmunomodulador,
ya que serian capaces de interaccionar con las células inmunes maternas y asi

brindar proteccion fetoplacentaria.

Esta revision permitié dilucidar que las vesiculas extracelulares poseen un rol
principalmente inmunomodulador. Sin embargo, y tal como se expuso en el tltimo
capitulo, también se verian involucradas en el metabolismo celular,

especificamente el metabolismo de glucosa en la placenta.

La presente tesis abarcd diversas aristas de las vesiculas extracelulares
pequefias, pero probablemente estas poseen otras funciones y caracteristicas
gue aun no han sido descubiertas. Es necesario seguir avanzando en esta area
y realizar investigaciones mas extensivas para asi entender en profundidad la
relevancia fisioloégica y también patoldgica de las vesiculas extracelulares durante

el proceso gestacional.
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