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Resumen

Las vesiculas extracelulares son importantes mediado-
res de la comunicacién intercelular. Durante la gestacion,
diversos tipos celulares placentarios como no placentarios
secretan vesiculas extracelulares a la circulacion. Se ha de-
mostrado que las células trofoblasticas liberan permanen-
temente a la circulaciéon materna vesiculas extracelulares
cargadas con diversas moléculas que modulan la funcion de
las células trofoblasticas, inmunes y vasculares, entre otras.

Las complicaciones gestacionales que afectan la pla-
centacion, como la restriccion del crecimiento intrauterino
(RCIU) y la preeclampsia (PE), son un problema de salud
publica mundial, ya que son condiciones que contribuyen,
en alto grado, a la morbimortalidad materna y neonatal.

Hasta ahora, no se dispone de pruebas clinicas que
permitan anticipar el diagndstico y/o proveer indicadores
predictivos para identificar a las madres con mayor riesgo
de desarrollar estas complicaciones. En los tdltimos anos,
se ha demostrado el potencial de las vesiculas extrace-
lulares y su contenido como potenciales biomarcadores
de distintas patologias, por lo que su aplicacion despierta
especial interés en las complicaciones del embarazo.

Palabras clave: vesiculas extracelulares, placenta,
patologias gestacionales.

Abstract

Extracellular vesicles are significant mediators of cell-
to-cell communication. During pregnancy, placental
and non-placental cell types release extracellular
vesicles into circulation. Is has been demonstrated that
trophoblast cells are continuously releasing uvesicles
loaded with factors modulating trophoblast, immune
and vascular functions.

Gestational complications associated to impaired
Dplacentation, such as intrauterine growth restriction
(IUGR) and preeclampsia (PE), are a global public
bealth problem since they are major contributors to
maternal and neonatal morbidity and mortality.

Currently, there are no clinical tests that allow
early diagnosis and/or provide predictive markers
to identify motbers at higher risk of developing these
complications. The potential of extracellular vesicles
and their content as biomarkers for different pathologies
bas been demonstrated. For this reason nowadays their
application in gestational complications is of special
interest.

Key words: extracellular vesicles, placenta, gestational
diseases.
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INTRODUCCION
¢Qué son las vesiculas extracelulares?
Las células pueden comunicarse con células
vecinas o con células distantes a través de la li-
beracién y secrecion de vesiculas extracelulares
(VE). Las VE transportan subproductos metabdli-
cos celulares que incluyen, entre otros, proteinas,
acidos nucleicos y lipidos, reflejando el estado
metabdlico de la célula que las libera. De esta
manera, las VE representan aspectos del estado
biolégico y funcional de la célula de origen®.
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Las células pueden secretar diferentes ti-
pos de VE, que han sido clasificadas segin su
origen subcelular?. Por un lado, se encuentran
las microvesiculas que se forman y liberan por
evaginaciones de la membrana plasmaitica. Es-
tas VE muestran una amplia gama de tamafos
(100-1000 nm de diametro). Por otro lado, se
encuentran los exosomas, que tienen 40-150 nm
de diametro, se originan de vias endosomales y
son secretados al espacio extracelular’. Por ulti-
mo, los cuerpos apoptéticos son VE producidas
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a partir de células en proceso de apoptosis, que
presentan una gran heterogeneidad en forma y
tamano (40 - > 5000 nm) (Figura 1).

Las VE se encuentran presentes en distintos
liquidos biolégicos, como suero, plasma, orina,
bilis, saliva, leche, liquido cefalorraquideo y se-
men, entre otros®. Estas pueden interaccionar con
la célula target de distintas maneras. Las VE pre-
sentan moléculas de membrana que activan vias
de senalizacién mediante una interacciéon ligan-
do-receptor afectando las funciones de la célula
target. Por otro lado, pueden ser internalizadas
mediante endocitosis y/o fagocitosis o, incluso,
fusionarse con la membrana celular y liberar su
contenido especifico a las células target. Asi, mo-
difican el estado fisiolégico de la célula receptora
y son capaces de regular multiples procesos fisio-
patolégicos.

En este sentido, las VE pueden regular la res-
puesta inmune, la angiogénesis, la proliferacion
celular y la reparacion tisular, entre otros proce-
sos con implicaciones tanto fisiol6gicas como pa-
tologicas. La posibilidad de analizar los perfiles
de VE abre un camino prometedor en la identifi-
cacion de potenciales biomarcadores.

Exosomas
(40-150 nm)

Microvesiculas
(100-1000 nm)

(uerpos apoptdticos
(40-5000 nm)

Figura 1: Clasificacién de las vesiculas extracelulares segin
su origen subcelular. Las microvesiculas se forman por evagina-
ciones de la membrana plasmdtica. Los exosomas se originan
de vias endosomales y son secretados al espacio extracelular.
Los cuerpos apoptéticos se generan a partir de células en pro-
ceso de apoptosis.

Nomenclatura utilizada en la literatura
Cabe aclarar que en diversos articulos de in-

vestigacion se utiliza el término exosomas para

designar a las VE. Actualmente se sabe que los

protocolos de purificaciéon mas utilizados (ultra-
centrifugacion diferencial, filtracién por poros de
220 nm)® y distintos kits comerciales aislan ve-
siculas extracelulares pequefnas enriquecidas en
exosomas, pero no aislan exosomas de manera
exclusiva. El término exosoma suele referirse a
una poblaciéon mixta de VE pequenas, cuyo ori-
gen intracelular no esta demostrado. Por lo tanto,
aqui se utilizara el término VE cuando los articulos
no tengan en cuenta el tamano de estas o el de VE
pequeiias cuando el método de purificacion selec-
cione vesiculas menores de 200 nm (con indepen-
dencia de la nomenclatura utilizada en el articulo
referido).

Papel de las vesiculas extracelulares
durante la constitucion de la interfase
materno-placentaria

Durante la constituciéon de la interfase materno-
placentaria, las células trofoblasticas (Tb) adquieren
perfiles funcionales y fenotipicos con capacidad de
proliferar, diferenciarse en fenotipos que migran
e invaden el estroma decidual, formar sincicios y
participar en la transformacion vascular y en el
transporte de nutrientes al feto®. Estos procesos re-
quieren un fino control por factores maternos y fe-
tales para mantener la homeostasis tisular y regular
la respuesta inflamatoria posimplantacion, lo que
asegura un adecuado crecimiento fetal.

Existen evidencias que apuntan a un papel
central de las VE placentarias, caracterizadas por
la presencia de la proteina fosfatasa alcalina de
placenta (PLAP), como orquestadoras de la pla-
centacion’. Las VE placentarias se detectan en el
plasma desde la semana 6 de gestacion y aumen-
tan su concentracién a lo largo de todo el emba-
razo®. Utilizando diversos modelos in vitro con
lineas celulares trofoblasticas y ex vivo con mues-
tras de placenta humana, se ha demostrado que
VE liberadas por células citotrofoblasticas inducen
la invasion de células trofoblasticas extravellosas®,
inducen la migracion endotelial y de VE pequeiias
secretadas por células trofoblasticas extravellosas
y promueven la migraciéon de células musculares
(VSMO), lo que sugiere su participacién en la re-
modelacion de las arterias espiraladas maternas'.

La composicion y liberacion de VE esta regu-
lada por el microambiente. Se ha demostrado que
la cantidad de VE liberadas por células Tb depen-
de inversamente de la concentracion de oxigeno®
y especificamente en condiciones de hipoxia se
incrementa la cantidad de VE pequenas liberadas
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por células Tb''. Hace poco se ha informado que
estas VE pequenas liberadas en condiciones de
hipoxia presentan un contenido proteico que in-
volucra principalmente a vias inflamatorias e in-
ducen la liberacion de GM-CSF, IL-6, IL-8 y VEGF
en células endoteliales'>. Mas aun, estas VE deri-
vadas de células Tb expuestas a condiciones de
hipoxia son capaces de activar e inducir la libera-
ci6én de las citoquinas inflamatorias IL-6 y TNF-o
en células mononucleares totales'. Por otro lado,
las altas concentraciones de glucosa también indu-
cen un aumento en la liberacién de exosomas tanto
en condiciones de normoxia (8% O,) como de hi-
poxia (1% 02) en cultivos primarios de células Tb
del primer trimestre!4.

Papel de las vesiculas extracelulares
trofoblasticas en la modulacion de la
respuesta inflamatoria

Numerosas evidencias sostienen que las célu-
las trofoblasticas regulan el perfil funcional de
las poblaciones de leucocitos presentes en las
distintas interfases materno-placentarias y que
esta regulacion es clave en el mantenimiento de
la homeostasis® 7. Por su parte, diversos estudios
han puesto de manifiesto el papel de las VE como
moduladoras de la respuesta inflamatoria’.

Entre las principales células inmunes que inter-
vienen en la regulacion de la respuesta inflamato-
ria se senala a los linfocitos T CD4+ reguladores
(Treg) y a los macréfagos activados en un perfil al-
ternativo. En las embarazadas, la subpoblacion de
Treg naturales se expande en el compartimiento
sanguineo en el segundo trimestre'®*'’y se generan
células Treg inducidas contra antigenos inherentes
a la gestacion®. En este sentido, VE pequerias ex-
presan TGF-§ y PD-L1, que estan involucrados en
el priming o condicionamiento hacia Treg*. Mas
adn, recientemente se ha demostrado que VE deri-
vadas de células Tb mediante la proteina chapero-
na HSPE1 son orquestadoras de la diferenciacion
de células Treg?. Por otro lado, se informé6 que VE
pequeiias presentan en la superficie las moléculas
FasL y TRAIL. Ambas moléculas cumplen una fun-
cion importante en la induccién de la apoptosis
en células mononucleares totales activadas®. Ade-
mas, VE trofoblasticas presentan la molécula sin-
citina-1, que reduce la secrecién de las citoquinas
inflamatorias IL-1f, IL-6 y TNF-a. por parte de las
células mononucleares totales. Ademas, las células
trofoblasticas, mediante la liberacion de VE, inhi-
ben las respuestas citotoxicas de las células NK.

Esto se debe a que las VE contienen los ligandos
del receptor NKG2D, MIC y ULBP1-5, lo que in-
duce una disminucién en los niveles del receptor
NKG2D en las células NK, como también en las
células T CD8 (+) y Tyd*. Asimismo, se ha infor-
mado que células Tb desactivan a los neutrofilos
y promueven su apoptosis®. Sobre esta base, vale
comentar lo observado por Nadkarni y colabora-
dores acerca de que a través de la transferencia de
proteinas presentes en VE liberadas por los neu-
tréfilos apoptoéticos, estos promueven la induccion
de células Treg®.

Vesiculas extracelulares en complicacio-
nes de la gestacion

Las complicaciones gestacionales que se aso-
cian con insuficiencia placentaria, como la pree-
clampsia (PE) y la restriccion del crecimiento
intrauterino (RCIU), contribuyen en alta propor-
cion a la morbimortalidad materna y neonatal®?728,
Se estima que la prevalencia de PE es de 3-5%% y
la de RCIU, de 8-9%. Hasta ahora, el diagnéstico
de PE se basa en la apariciéon de hipertension y
proteinuria a partir de la semana 20 en mujeres
previamente normotensas®’. Las pruebas clinicas
disponibles no son suficientemente especificas
para anticipar el diagnéstico y/o proveer indica-
dores predictivos para identificar a las madres con
mayor riesgo de desarrollar estas complicaciones.
Se han propuesto combinaciones de estudios diag-
noésticos en el primer trimestre, pero ain no alcan-
zan la sensibilidad y la especificidad requeridas.
De esta manera, la identificacion de biomarcado-
res moleculares surge como una herramienta alter-
nativa con utilidad clinica para predecir y anticipar
el curso de la enfermedad.

Por otro lado, el 6-8% de los embarazos son
diagnosticados con diabetes gestacional, que en si
misma es un factor de riesgo para la preeclampsia,
asi como el parto prematuro y el parto de bebés
grandes para la edad gestacional.

Como se menciono, las células trofoblasticas li-
beran permanentemente a la circulacién materna
VE cargadas con diversas moléculas®. Asi, la cuan-
tificacion de la concentracion y la identificacion del
contenido especifico de VE en condiciones patol6-
gicas que alteran la placentacién se proponen como
una novedosa fuente de biomarcadores para la de-
teccion temprana de complicaciones gestacionales.

En este sentido, las pacientes con complica-
ciones gestacionales como diabetes gestacional
o preeclampsia (PE) presentan un incremento en
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la concentracién de exosomas totales como espe-
cificos de placenta PLAP* *. Sin embargo, en los
estudios prospectivos se ha demostrado que el nu-
mero de VE placentarias circulantes, por si solo, no
parece tener un valor predictivo. Es probable que
los cambios cualitativos en la carga de VE placen-
tarias puedan ser mas importantes que las diferen-
cias cuantitativas tanto para la patogenia como para
la prediccion de complicaciones gestacionales. En
linea con esto, las VE PLAP* de mujeres con PE pre-
sentan un aumento en los niveles de sFlt-1 y endo-
glina, ambos factores antiangiogénicos asociados al
desarrollo de PE?*}. Mas aun, la administracion de
VE plasmaticas de pacientes con PE causa disfun-
cién vascular en hembras de ratén prefiadas®.

De igual modo, VE pequenas aisladas de
mujeres con diabetes gestacional aumentan sig-
nificativamente la liberacién de citoquinas proin-
flamatorias (GM-CSF, IL-4, IL-6, IL-8, IFN-y y
TNF-a) por las células endoteliales® y no logran
promover la secrecion de insulina. De hecho, al
estudiar el contenido de miRNA de VE de emba-
razadas con diabetes gestacional respecto de los
controles, se informé un aumento en 10 miRNA
asociados principalmente a proliferacién y dife-
renciacion trofoblastica, regulacion de la secre-
cion de insulina y transporte de glucosa®.

Por dltimo, cabe destacar que en los ultimos
afios se ha propuesto el fluido gingival crevicular
(GCF, del inglés gingival crevicular fluid) como
fuente para evaluar los biomarcadores. E1 GCF
es un exudado sérico originado en el surco gin-
gival por la inflamacién de los tejidos periodon-
tales que resulta de gran interés ya que, por un
lado, contiene factores y marcadores sistémicos
asociados a la gestacion como sFLt-1, VEGF, en-
tre otros* vy, por otro lado, es una muestra cuyo
método de obtencién no es invasivo. Un analisis
proteémico de GCF ha demostrado que la ma-
yoria de las proteinas de este fluido oral deri-
van de vesiculas extracelulares®’. En los estudios
preliminares obtenidos en colaboracion con in-
vestigadores de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Buenos Aires, hemos demostrado
que el GCF de mujeres embarazadas de 16-20 se-
manas de gestacion afecta tanto la funcionalidad
de las células trofoblasticas como la interacciéon
inmune-trofoblastica®®. Recientemente, Monteiro
y colaboradores han reportado que las pacientes
embarazadas de 11-14 semanas de gestacion que
mas tarde desarrollan diabetes gestacional pre-
sentan un incremento en la concentraciéon de VE

totales y que las embarazadas con diagnoéstico de
PE presentan un incremento en la concentracién
de exosomas en el GCF en el tercer trimestre®.
Sin embargo, hasta ahora no hay caracterizaciéon
de exosomas PLAP* en el GCF de pacientes em-
barazadas en el primer trimestre.

CONCLUSIONES

Las VE tienen la capacidad de transferir informa-
cion a las células target y afectar su funcionalidad.
Numerosas evidencias muestran que las pacientes
con complicaciones gestacionales con alteraciones
en la placentaciéon, como PE o RCIU, presentan un
incremento en la concentracion de VE totales como
especificas de placenta PLAP* como también dife-
rencias en el contenido de estas. Por lo tanto, la
posibilidad de analizar los perfiles de VE abre un
camino prometedor en la identificaciéon de poten-
ciales biomarcadores. Para ello, es de gran impor-
tancia mejorar los métodos de purificacion a fin de
obtener poblaciones puras de los distintos tipos de
VE v, asi, comprender los mecanismos por los cua-
les regulan las distintas funciones.
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