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Resumen

Un aumento en el colesterol materno ocurre en embarazos para asegurar el desarrollo fetal,
denominado como hipercolesterolemia materna fisiologica (nombrado en esta tesis como control
(C)). La hipercolesterolemia materna suprafisiologica (la que en esta tesis consideraremos como
hipercolesterolemia (HC)) ocurre por mecanismos desconocidos y conduce a disfuncion
endotelial, estrés oxidativo y ateroesclerosis en la vasculatura feto-placentaria, fendémenos que no
se asocian a un aumento en los niveles de colesterol en la circulacion fetal, sugiriendo que podria
existir regulacion del trafico de colesterol entre la circulacion materna y la fetal.

El trafico de colesterol en la placenta, definido como captacion y eflujo de este lipido desde
la circulacion materna a la fetal, ocurre especificamente en las células del sincitiotrofoblasto y las
células endoteliales de la placenta, en la denominada barrera placentaria. En las células del
sincitiotrofoblasto, el colesterol se capta desde las lipoproteinas maternas de baja (LDL) y alta
(HDL) densidad principalmente por el receptor de LDL (LDLR) y el receptor de HDL (SR-BI),
respectivamente. Posteriormente, el colesterol es entregado a diferentes aceptores a través de un
mecanismo de eflujo (salida de colesterol) mediado principalmente por los transportadores de la
super-familia de transportadores ABC (ATP binding cassette) tipo A1 (ABCA1) y G1 (ABCGI)
y eventualmente SR-BI. Si bien los aceptores clasicos de colesterol para estos transportadores son
del tipo HDL, los aceptores en la placenta humana no han sido descritos. Finalmente, el colesterol
que ha salido del sincitiotrofoblasto se transporta a las células endoteliales y desde alli a la
circulacion fetal. Dado que los niveles de colesterol en la circulacion fetal son similares en C y en
HC y que en distintos modelos de estudio la expresion de los receptores de lipoproteinas y
transportadores de colesterol es regulada en respuesta a niveles elevados de colesterol,

proponemos que la HC podria modificar la expresion y actividad de LDLR, SR-BI, ABCA1 y
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ABCGl1, y de esta forma, el trafico de colesterol en las células del sincitiotrofoblasto. Basado en
esta informacion, nuestra hipotesis de trabajo es: La hipercolesterolemia (HC) altera el trafico de
colesterol en células del sincitiotrofoblasto de la placenta humana disminuyendo la captacion y el
eflujo de este lipido hacia lipoproteinas fetales. Para evaluar la hipdtesis, nuestros objetivos
generales son: (1) determinar si la HC modifica la captacion de colesterol en células del
sincitiotrofoblasto de placentas humanas, (2) determinar si la HC modifica el eflujo de colesterol
en cé€lulas del sincitiotrofoblasto de placentas humanas, (3) determinar si la HC modifica el
contenido de colesterol en tejido placentario y células del sincitiotrofoblasto de placentas
humanas. Los resultados obtenidos muestran que tanto en el sincitiotrofoblasto de placentas HC
de término como en cultivos primarios de células del sincitiotrofoblasto purificados desde estas
placentas, la captacion de LDL-Dil y HDL-Dil estarian disminuidos (Dil: 1,1’-Dioctadecil-
3,3,3’,3’-Tetrametilindocarbocianina perclorato). Si bien la abundancia proteica de LDLR no
cambia, proponemos que su disponibilidad en la membrana celular es menor en sincitiotrofoblasto
de placentas HC y de esta forma su funcion estaria disminuida. En células HC, la abundancia de
SR-BI es menor, lo que también se asoci6 con una disminucion en la captacion de HDL marcadas.
Adicionalmente, determinamos que SR-BI no participa en el eflujo de colesterol en células del
sincitiotrofoblasto, que la salida de colesterol hacia ApoA-I es mayor en placentas HC sin cambios
en la abundancia proteica de ABCA1 y que la salida de colesterol hacia HDL es menor en células
HC posiblemente por una menor abundancia proteica de ABCG1. Por otra parte, en tejido
placentario de embarazos con HC y en células purificadas desde estas placentas determinamos que
el contenido de colesterol no esterificado (colesterol libre) es mayor que en la condicion C.
Determinamos también que en células HC esto no se asociaria con una mayor biosintesis de

colesterol ya que la expresion de HMGCR, enzima limitante para la sintesis de colesterol, es menor
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en células HC. En este modelo celular, la expresion de ACAT1, enzima que esterifica colesterol,
esta disminuida en células HC; lo que sugerimos se asocia al aumento determinado en la
concentracion de colesterol libre en células HC. En el modelo de sincitiotrofoblasto sembrados en
Transwell® recubiertos con matrigel, determinamos la localizacion de los receptores y
transportadores de colesterol, corroborando lo observado en sincitiotrofoblasto en placentas, sin
embargo, no fue posible determinar la direccionalidad del eflujo (hacia polo apical o basal) debido
a inconvenientes técnicos y alguna interaccidon colesterol-matrigel que evitaria la salida de
colesterol hacia el compartimento basal. La conclusion de esta tesis es que en embarazos HC, en
los que la madre presenta niveles elevados de colesterol, existiria regulacion de la abundancia
proteica, localizacion y/o funcion de receptores de lipoproteinas y transportadores de colesterol.
En células del sincitiotrofoblasto aisladas de placentas HC sugerimos que la captacion de
lipoproteinas y el eflujo de colesterol esta disminuido, junto a cambios en los niveles intracelulares
de colesterol no esterificado y menor viabilidad celular. Todos estos cambios, se asocian con
niveles de colesterol dentro de rangos normales en los hijos de estas mujeres. Proponemos de esta
forma, que en el sincitiotrofoblasto de placentas HC se regula el trafico del colesterol,

posiblemente para evitar la entrada exacerbada de este lipido hacia la circulacion fetal.
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Abstract

Maternal physiological hypercholesterolemia (MPH) during pregnancy to ensure fetal
development. Maternal supraphysiological hypercholesterolemia (MSPH) occurs by unknown
mechanisms and leads to endothelial dysfunction, oxidative stress and atherosclerosis in the feto-
placental vasculature, phenomena that are not associated with an increase of cholesterol levels in
the fetal circulation, suggesting that there might cholesterol traffic regulation between the maternal
and fetal circulation.

Cholesterol traffic in the placenta, defined as the uptake and efflux of this lipid from the
maternal to the fetal circulation, occurs in the placental barrier, and more specifically in placental
syncytiotrophoblast and endothelial cells. In syncytiotrophoblast cells, cholesterol is captured
from maternal lipoproteins of low (LDL) and high (HDL) density by the LDL receptor (LDLR)
and the HDL receptor (SR-BI), respectively. Subsequently, cholesterol is delivered through an
efflux mechanism (cholesterol outlet) mediated by transporters of super-family of transporters
ABC (ATP binding cassette) type Al (ABCAIl) and G1 (ABCGI1) and eventually SR-BI
transporters. While the classical cholesterol acceptors for these transporters are of the HDL type,
the acceptors in the human placenta have not been described. Finally, the cholesterol that has left
the syncytiotrophoblast is transported to the endothelial cells and from there to the fetal circulation.
Since cholesterol levels in the fetal circulation are similar in MPH and in MSPH pregnancies, and
different study models have shown that the expression of lipoprotein receptors and cholesterol
transporters is regulated in response to elevated levels of cholesterol, we propose that MSPH could
modify the expression and activity of LDLR, SR-BI, ABCAl and ABCGI, and therefore,

cholesterol traffic in syncytiotrophoblast cells. Based on this information, our working hypothesis
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1s: MSPH alters the cholesterol traffic in human placenta syncytiotrophoblast cells by decreasing
the uptake and efflux of this lipid into fetal lipoproteins. To evaluate the hypothesis, our general
objectives are to: (1) determine if MSPH modifies cholesterol uptake in human placental
syncytiotrophoblast cells, (2) determine whether MSPH modifies cholesterol efflux in human
placental syncytiotrophoblast cells, (3) determine whether MSPH modifies the cholesterol content
in placental tissue and human placental syncytiotrophoblast cells. The results obtained show that
both in the syncythiotrophoblast of term MSPH placentas and in primary cultures of
syncytiotrophoblast cells purified from these placentas, LDL and HDL uptake would be decreased.
Although the protein abundance of LDLR does not change, we propose that its availability in the
cell membrane is altered and thus its function diminished. In MSPH cells, the abundance of SR-
BI is lower, which was also associated with a decrease in HDL uptake. Additionally, we
determined that SR-BI does not participate in the efflux of cholesterol in syncytiotrophoblast cells,
that the cholesterol output towards ApoA-I is greater in MSPH placentas without changes in
ABCAL1 protein abundance and that the cholesterol output towards HDL is lower in MSPH cells
possibly due to a lower protein abundance of ABCG1. On the other hand, we observed that the
content of non-esterified cholesterol (free cholesterol) is higher in MSPH cells than in MPH cells,
while cell viability is lower, a process that would not be associated with a higher cholesterol
biosynthesis, considering that the expression of HMGCR, a limiting enzyme for cholesterol
synthesis, is lower in MSPH cells. In this cellular model, the expression of ACATI1, an enzyme
that esterifies cholesterol, is decreased in MSPH cells; the latter suggests an increase in the
concentration of free cholesterol in MSPH cells. In the syncytiotrophoblast model cultured in
Matrigel-coated Transwell®, we determined the location of cholesterol receptors and transporters,

corroborating what was observed in placental syncytiotrophoblast , however, it was not possible
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to determine the efflux directionality (towards apical or basal membrane) due to technical
inconveniences, including a cholesterol-matrigel interaction that could prevent the outflow of
cholesterol into the basal compartment. The conclusion of this thesis is that in MSPH pregnancies,
in which the mother has elevated cholesterol levels, there is a regulation of protein abundance,
location and/or function of lipoprotein receptors and cholesterol transporters. In
syncytiotrophoblast cells isolated from MSPH placentas we suggest that lipoprotein uptake and
cholesterol efflux is decreased, together with changes in intracellular levels of non-esterified
cholesterol and less cell viability. All these changes are associated with cholesterol levels that are
within the normal range in children from these women. In this way, we propose that cholesterol
traffic is regulated in the placental syncytiotrophoblast from MSPH, possibly to prevent the

exacerbated entry of this lipid into the fetal circulation.
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1. INTRODUCCION

1.1. HIPERCOLESTEROLEMIA

La hipercolesterolemia se define como niveles elevados de colesterol sanguineo y es una
condicién considerada como uno de los principales factores de riesgo para el desarrollo y progreso
de ateroesclerosis (enfermedad progresiva caracterizada por la formacion de placas lipidicas en las
arterias), y enfermedad cardiovascular (ECV) en humanos [AHA, 2018; Stone et al., 2014;
Benjamin et al., 2017]. Si bien los valores de referencia para los niveles de colesterol sanguineo
dependen de la poblacién y los factores de riesgo asociados, se ha establecido un valor deseable
de colesterol total (CT) inferior a 200 mg/dL para la poblacion adulta no embarazada [AHA, 2018;
Stone et al., 2014], siendo fundamental controlar y mantener los niveles de colesterol por debajo
de este valor, de manera de disminuir el riesgo de desarrollar ECV [Martin et al., 2014].

La hipercolesterolemia en la poblacion no embarazada es una condicion principalmente
relacionada con mutaciones genéticas (en genes relacionados con el trafico de colesterol, como
receptores de lipoproteinas y transportadores de colesterol). Ademads, se encuentran los
desbalances dietéticos y las alteraciones metabodlicas [Grundy et al., 2004; Go et al., 2014; Ros et
al., 2014; Benjamin et al., 2017; AHA, 2018]. Aunque las ECV son un sindrome normalmente
diagnosticado en adultos, existe evidencia que indica que la ateroesclerosis asociada con
hipercolesterolemia puede comenzar durante la vida intrauterina, con formacion de lesiones
tempranas en vasos fetales [Napoli e al., 1999a; Skilton, 2008; Palinski et al., 2009; Leiva et al.,

2013; Palinski, 2014]. Estos estudios enfatizan la necesidad e importancia de monitorear los



potenciales efectos adversos de la hipercolesterolemia materna durante el embarazo, sobre la

vasculatura fetal [Baardman et al., 2013; Wild et al., 2015].

1.1.1. Hipercolesterolemia en el embarazo

El embarazo es una condicion fisioldgica caracterizada por un aumento en el colesterol
sanguineo materno dependiente de las semanas de gestacion, llegando a ser al término de la
gestacion 40-50% mayor que el valor inicial de gestacion, denominado hipercolesterolemia
materna fisioldgica (en esta tesis consideraremos como control (C)) [Brizzi et al., 1999; Avis et
al., 2009]. Es considerado una respuesta adaptativa de la madre, para satisfacer las altas demandas
de colesterol para el crecimiento del feto [Basaran, 2009; Wild et al., 2015]. El colesterol se
requiere en grandes cantidades para la sintesis de membranas celulares y de moléculas de
sefializacidon, como precursor de hormonas esteroidales, entre otros [Cortés ef al., 2014; Wild et
al., 2015]. Aunque no existe un consenso para establecer niveles de colesterol normal durante el
embarazo, la informacion disponible actualmente en la literatura ha permitido estimar un valor
promedio calculado de ~260 mg/dL de colesterol sanguineo en la madre, al término del embarazo
[Leiva et al., 2015; Contreras-Duarte et al., 2019]. Basado en la carencia de informacion, se
establecid para un grupo de embarazadas chilenas (n =249) niveles de CT (mg/dL) 183, 230y 260
para cada trimestre del embarazo, respectivamente [Leiva et al., 2015]. Para lipoproteinas de alta
(HDL-C) y baja densidad (LDL-C), los valores promedio fueron (mg/dL) 67 y 104 para el primer
trimestre, 77 y 126 para el segundo y 75 y 142 para el tercer trimestre del embarazo,
respectivamente [Leiva ef al., 2015]. Sin embargo, bajo ciertas condiciones de origen desconocido,
un grupo de estas mujeres presentan una alteracion metabolica, denominado hipercolesterolemia

materna suprafisiologica (la que en esta tesis consideraremos como hipercolesterolemia (HC))



[Montes et al., 1984]. Esta condicion se caracteriza por niveles de colesterol sanguineo en la madre
por sobre el valor promedio, sobre el percentil 75 de la poblacion de embarazadas o sobre un punto
de corte de 280 mg/dL para CT [Montes et al., 1984; Napoli et al., 1997, 1999a; Ethier-Chiasson
et al., 2007; Liguori et al., 2007; Leiva et al., 2013, 2015, 2016b; Zhang et al., 2017]. HC se ha
asociado con alteraciones vasculares al nacimiento, que se mantienen incluso en la infancia y
adolescencia [Palinski ef al., 2009; Leiva et al., 2016a]. No existe informacidn con respecto a la
prevalencia de HC en la poblacion mundial, principalmente debido al hecho de que el nivel de
colesterol en la sangre materna no se evaltia de forma rutinaria durante el embarazo. Sin embargo,
resultados obtenidos de la Encuesta Nacional de Salud del afio 2016-2017 informaron que el 29 %
de las mujeres presentan hipercolesterolemia, adicionalmente, el riesgo cardiovascular en mujeres
es 28% [ENS MINSAL, 2016-2017]. En el grupo de embarazadas chilenas estudiadas en nuestro
laboratorio, la prevalencia de HC materna fue cercana al ~30% [Leiva ef al., 2013, 2015]. Esta
informacion sugiere que un numero significativo de mujeres embarazadas potencialmente
presentara una condicidn intrauterina adversa, que podria resultar en facilitar el desarrollo de
alteraciones vasculares como la disfuncion endotelial y la ateroesclerosis temprana en el feto en

crecimiento.

1.1.2. Factores que regulan la hipercolesterolemia materna fisiolégica

Entre los mecanismos implicados en la regulacion fisioldgica del colesterol total y
lipoproteico durante el embarazo se encuentra un aumento en la sintesis hepatica y una reduccion
en la eliminacion plasmatica de lipoproteinas, como consecuencia del aumento de la resistencia a
la insulina y los niveles de estrogenos que también modifican los niveles de triglicéridos durante

el embarazo [Herrera, 2002]. Después de la semana 9 de embarazo, la placenta se convierte en la



principal fuente de estrogenos materna. Este 6rgano tiene la capacidad de producir estrogenos
mediante la via de sintesis de novo del colesterol [Escobar et al., 2011]. Los niveles de estrégeno
aumentan en promedio 100 veces durante el embarazo, comparado con periodos previos a este
evento, un fendémeno que se correlaciona positivamente con los niveles elevados de CT y LDL-C
durante el embarazo [Desoye et al., 1987; Abbassi-Ghanavati ef al., 2009].

Adicionalmente, el aumento de los niveles de LDL-C durante el embarazo se relacionan
con un aumento en la actividad de la proteina de transferencia de ésteres de colesterol (CETP),
enzima que facilita el intercambio de ésteres de colesterol (CE) de HDL por triacilglicerol de
lipoproteinas no-HDL como lipoproteina de muy baja densidad (VLDL) y LDL [Iglesias ef al.,
1994]. Para la accion de esta enzima, durante el embarazo las LDL se enriquecen en CE y las HDL
en triglicéridos, lo que se asocia con LDL mas pequefias y mas densas y HDL mas grandes y
menos densas [Silliman et al., 1993; Sattar ef al., 1997]. Estas LDL densas son mas susceptibles a
la oxidacion que las mas grandes; de hecho, al final del embarazo existen niveles aumentados de
LDL oxidada materna (ox-LDL), uno de los principales factores implicados en el desarrollo de la
disfuncion endotelial y ateroesclerosis [Stocker y Keaney, 2004]. Adicionalmente, en el higado
materno, la sintesis de las lipoproteinas enriquecidas en triglicéridos aumenta debido a la sintesis
hepatica aumentada de apolipoproteina B (ApoB; la principal apolipoproteina y precursora de
VLDL), y por la actividad reducida de la lipoproteina lipasa (LPL) que es la responsable del
clearence plasmatico de VLDL, un proceso regulado por la resistencia a la insulina [Ramos y
Herrera, 1995] y el aumento de los niveles de estrégeno propios del embarazo [Knopp et al., 1992].

Por otra parte, el aumento en los niveles de LDL-C durante el embarazo podria asociarse a
un cambio en la actividad de la proteina proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 (PCSKD9).

La union de PCSK9 al receptor LDLR conduce a la degradacién lisosomal del receptor, que se



asocia con niveles elevados de LDL circulantes [Abifadel ez al., 2003]. Diferentes factores como
edad, sexo, indice de masa corporal, estado menopausico, embarazo y niveles circulantes de
lipidos y glucosa se correlacionan con los niveles de PCSK9 [Lakoski et al., 2009; Peticca ef al.,
2013; Seidah et al., 2014]. Dado que en humanos PCSK9 esta fisiologicamente controlado por
insulina y estrogenos [Lakoski et al., 2009; Persson ef al., 2012], se ha propuesto que esta proteina
podria modular también los niveles de LDL-C durante el embarazo. Si bien en embarazos con
niveles de lipidos normales no hay cambios en los niveles de PCSK9 [Peticca et al., 2013], se
desconoce si esta proteina es regulada en embarazos en los que los niveles de LDL-C se elevan
mas alla del rango fisiologico.

Aunque los factores previamente mencionados regulan la disponibilidad de lipidos y se
asocian con la hipercolesterolemia materna fisioldgica, y aun sabiendo que niveles elevados de
colesterol materno se asocian con alteraciones de la vasculatura fetal, actualmente se desconocen
los factores que gatillarian el desarrollo de hipercolesterolemia materna suprafisioldgica [Herrera

y Desoye, 2016].

1.1.3. Consecuencias de la hipercolesterolemia materna suprafisiolégica sobre el feto

La hipercolesterolemia tiene efectos sobre el feto, entre los que se encuentran la disfuncion
endotelial, el estrés oxidativo y la ateroesclerosis.

La disfuncion endotelial en embarazos con HC esta descrita tanto para la vasculatura
materna, como para la feto-placentaria. La HC se asocia con una menor relajacion dependiente del
endotelio en anillos de la vena umbilical humana, lo que se correlaciona negativamente con los
niveles maternos de CT y LDL-C [Leiva ef al., 2013, 2015, 2016b]. Los mecanismos implicados

en este fenomeno, que se han estudiado en células endoteliales de la vena umbilical humana



(HUVEC), incluyen alteracion en las vias requeridas para la sintesis de 6xido nitrico (NO) por la
oxido nitrico sintasa (NOS): la via L-arginina/NO [Leiva et al., 2013] y la via arginasas
(ARG)/urea [Leiva et al., 2013]. En paralelo, se ha demostrado que estos cambios no solo ocurren
en vena de cordon umbilical, sino que también en vasos de la microvasculatura placentaria
[Fuenzalida ef al., 2018].

Otra consecuencia de HC es un aumento en los marcadores de estrés oxidativo, tanto en
células de vena de cordon umbilical (HUVEC) [Leiva ef al., 2016b] como en la sangre materna,
en la neonatal y en la placenta [Liguori ef al., 2007]. En conjunto, esta informacion sugiere que
HC se asocia con estrés oxidativo tanto en la madre como en el feto en desarrollo, lo que podria
relacionarse a la vez con la disfuncion endotelial previamente descrita [Contreras-Duarte et al.,
2019].

Finalmente, la HC se ha asociado con un aumento en el tamano de las lesiones ateromatosas
en la vasculatura fetal, tanto en la aorta [Napoli et al., 1997] como en la carotida [Napoli et al.,
1999b]. Estos cambios progresan durante la nifiez y es asi que en nifios (2-14 afos) gestados en un
embarazo HC el tamafio de las lesiones ateromatosas a nivel de la aorta es mayor que el de nifios
gestados en un embarazo C, incluso cuando los niveles de lipidos entre ambos grupos de nifios son
comparables [Napoli ef al., 1999a]. Estos resultados sugieren que la exposicion intrauterina a
niveles elevados de colesterol materno podria favorecer un perfil pro-aterogénico fetal (niveles de
lipidos, funcidén de lipoproteinas, funcion endotelial, entre otros), y que el control de la
dislipidemia materna durante el embarazo podria tener como beneficio la prevencion temprana de
la disfuncion endotelial y el desarrollo o progresion de la ateroesclerosis [Palinski y Napoli, 2002;

Wild et al., 2015; Leiva et al., 2016a].



Si bien se ha demostrado una asociacion entre dislipidemia materna, en particular los
niveles elevados de CT y LDL-C, y disfuncion endotelial, estrés oxidativo y ateroesclerosis fetal
[Napoli et al., 1997; 1999a; Leiva et al., 2013; 2015; 2016b], es importante considerar la presencia
de la barrera placentaria que separa la circulacion materna de la fetal. En este sentido, el colesterol
materno debe ser transportado desde la circulacion materna a la fetal a través de la placenta, para
ser entregado finalmente a las lipoproteinas fetales [Palinski, 2009]. Sin embargo, si HC modifica

el trafico de colesterol a través de este drgano es algo que aun requiere ser estudiado.

1.2. UNIDAD FETO-PLACENTARIA

La placenta es una barrera fisica y metabdlica entre la circulacion fetal y materna. El
desarrollo normal de la placenta y su funcion son cruciales para sostener el adecuado desarrollo y
crecimiento fetal [Burton y Fowden, 2015]. Debido a que la placenta y el cordon umbilical carecen
de inervacién autonoma [Marzioni et al., 2004], el equilibrio entre la sintesis, liberacion y
biodisponibilidad de vasoconstrictores y vasodilatadores circulantes y localmente liberados, tal
como el NO, es crucial para mantener el control hemodindmico feto-placentario [Leiva et al.,
2016a]. Este fendmeno mantiene un correcto flujo bidireccional de nutrientes entre la madre y el
feto incluyendo oxigeno, glucosa, aminoacidos y colesterol, entre otras moléculas [Burton y
Fowden, 2015]. En el contexto fisioldgico, diferentes patologias del embarazo estan relacionadas
con dafio de la funcion placentaria, afectando el trafico de nutrientes desde la madre al feto,
fenomeno que tiene consecuencias en el feto en desarrollo, que se mantienen incluso luego de la

vida prenatal y que predisponen al desarrollo de enfermedades en el adulto [Barker y Thornburg,

2013].



La placenta humana es de tipo hemocorial, es decir, la sangre materna, introducida por las
arterias espirales en el espacio intervelloso, entran en contacto directo con las vellosidades
trofoblasticas que contienen los capilares fetales. Existen dos capas celulares principales que
separan la circulacion fetal y materna en la placenta humana: el endotelio fetal de los capilares y
las células del trofoblasto (citotrofoblasto y sincitiotrofoblasto) [Kaufmann ef al., 1994]. La capa
de células del sincitiotrofoblasto esta soportada por una membrana basal subyacente. Estas tres

estructuras constituyen colectivamente la barrera placentaria.

1.2.1. Células del sincitiotrofoblasto

El sincitiotrofoblasto es el epitelio transportador de la placenta humana, el sincitio es
generado por la fusion de los citotrofoblastos subyacentes. En el embarazo temprano, las células
citotrofoblasticas son muy abundantes, creando una capa celular continua entre el sincitio y los
capilares fetales. Sin embargo, al final del embarazo las células citotrofoblasticas son menos
abundantes [Jansson ef al, 2009]. El sincitiotrofoblasto tiene dos membranas plasmaticas
polarizadas: la membrana plasmatica microvellositaria apical (MMYV), dirigida hacia la sangre
materna en el espacio intervelloso y la membrana plasmatica basal (MB) hacia el capilar fetal. Se
han descrito marcadores en la placenta para MMV como la fosfatasa alcalina placentaria (PLAP)
y ferroprotina 1 (FPN-1) para MB [Rosario et al., 2016; Lager et al., 2016]. La naturaleza sincitial
del sincitiotrofoblasto permite una funcion de barrera relativamente estrecha, ya que no existen
espacios intercelulares disponibles para el transporte de moléculas grandes o grandes volimenes
de fluido. De otra manera, en las células del sincitiotrofoblasto se expresan de manera funcional
multiples receptores y transportadores que permiten el trafico de macromoléculas, regulando el

transporte placentario. Por lo tanto, el estudio del transporte de nutrientes en células del



sincitiotrofoblasto sin polarizar o como modelo polarizado puede proporcionar informacion
importante sobre el transporte desde la circulacion materna a la placenta, en embarazos normales

y patoldgicos [Jansson ef al., 2009].

1.3. TRAFICO DE COLESTEROL

Como ya se describid, el colesterol es una molécula requerida en altas cantidades por el
feto en desarrollo, quien lo obtiene tanto de la sintesis endogena como desde las lipoproteinas
maternas [Palinski, 2009; Woollett, 2011]. La relevancia fisiologica del trafico de colesterol desde
la circulacién materna a la fetal a través de la placenta es apoyada por distintas lineas de evidencia,
entre las que destacan: (1) fetos con una deficiencia en la sintesis de colesterol son viables y tienen
esteroles en los diferentes tejidos [Merkens et al., 2004; Nowaczyk y Irons, 2012]; (2) la
concentracion de colesterol es mayor en vena umbilical que en arteria umbilical [Parker ef al.,
1983]; (3) en la placenta se expresan receptores para lipoproteinas y transportadores de colesterol
[Palinski, 2009]; (4) en modelos animales infundidos con LDL y HDL marcadas es posible
detectar la sefial en la sangre y tejidos fetales [Yoshida y Wada, 2005; Burke et al., 2009] y (5)
niveles elevados de colesterol materno se asocian con el desarrollo de ateroesclerosis en la
vasculatura fetal [Napoli et al., 1997; 1999a], y niveles disminuidos de colesterol se asocian con
bajo peso al nacer y microcefalia [Edison et al., 2007].

Si bien el feto en desarrollo requiere altas cantidades de colesterol, la acumulacion
intracelular puede ser letal para las c€lulas, por lo que existen mecanismos de proteccion para
prevenir sus efectos toxicos [Tabas, 2002]. En general, la concentracion celular de colesterol se
regula mediante factores de transcripcion que responden a los lipidos y una serie de mecanismos

post-transcripcionales y post-traduccionales, que controlan la biosintesis, captacion (ingreso),



eflujo (salida de colesterol), metabolismo oxidativo y almacenamiento de este esterol [Soffientini

y Graham, 2016].

1.3.1. Biosintesis de colesterol

La biosintesis de colesterol, que ocurre principalmente a nivel hepatico y también en otros
organos como el intestino y la placenta, ocurre enzimaticamente en multiples reacciones a partir
de acetil-CoA en el reticulo endopldsmico. Una vez sintetizado, este esterol es dirigido al aparato
de Golgi y membrana plasmatica, o esterificado via acil CoA: colesterol acil transferasa
(ACAT1/2) y almacenado como gotas lipidicas citosolicas de CE [Khor ef al., 2013; Rogers et al.,
2015]. La reaccion limitante en la biosintesis del colesterol es la conversion de B-Hidroxi B-
metilglutaril-CoA (HMG-CoA) en mevalonato, catalizada por la HMG-CoA reductasa. Esta
enzima esta estrechamente regulada, tanto a nivel transcripcional como post-traduccional, y es el
blanco farmacolégico de las estatinas. En la regulacion transcripcional de la sintesis de colesterol
participa el factor SREBP (proteina de unidn al elemento de respuesta a los esteroles), el que se
presenta en tres isoformas: -1a, -1c y -2. SREBP-1a se expresa constitutivamente en las células
como un regulador de baja especificidad del metabolismo de los 4cidos grasos y del colesterol,
mientras que SREBP-1¢c y SREBP-2 son inducibles y promueven la expresion de genes que
codifican para proteinas implicadas en el metabolismo de &cidos grasos y colesterol,

respectivamente [Eberle ef al., 2004; Ye y DeBose-Boyd, 2011; Shimano y Sato, 2017].

1.3.2. Captacion de colesterol

Ademas de ser sintetizado intracelularmente, el colesterol se puede incorporar a las

células a partir de las LDL y HDL del plasma por endocitosis mediada por receptor o captacion
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selectiva de colesterol en la superficie celular, respectivamente. Las LDL se unen a su receptor
LDLR en la superficie celular y el complejo receptor- lipoproteina es endocitado. Posteriormente,
el LDLR se recicla a la superficie celular, mientras que las particulas de LDL se hidrolizan
completamente en los lisosomas para formar colesterol libre y &cidos grasos, mediante la accion
de la lipasa acida lisosomal/colesterol esterasa [Goldstein y Brown, 2015].

A diferencia de la captacion de colesterol LDL, el colesterol HDL se incorpora a las
células mediante un mecanismo no endocitico. Ademas, SR-BI es un receptor endocitico genuino
ya que media la internalizacion de los lipopolisacaridos, asi, es posible que SR-BI también medie
la endocitosis de HDL. Esta conexion fue descrita por primera vez por el grupo de Tall: sus
experimentos en hepatocitos polarizados y células renales mostraron que SR-BI media el
transporte de HDL al compartimento de reciclaje endosomal y las regiones de la membrana apical
[Silver et al., 2001]. Estudios del grupo de Rohrl y Stangl mostraron una endocitosis concomitante
de SR-BI y HDL que fue seguida por la resecrecion de particulas. La resecrecion de HDL podria
estar relacionada con el colesterol de eflujo, ya que las particulas de HDL secretadas se
enriquecieron en colesterol celular [Pagler ef al., 2006].

El receptor de HDL, SR-BI, es una proteina integral de membrana que se encuentra
principalmente en el higado, tejidos esteroidogénicos y la placenta. Las particulas HDL se unen
directamente a SR-BI, el que facilita la transferencia selectiva de colesterol desde las HDL a la
membrana plasmatica, sin internalizacion de la lipoproteina [Rigotti et al., 2003]. Las HDL con
un menor contenido de colesterol se liberan nuevamente al espacio extracelular, mientras que los
¢ésteres de colesterol transferidos se hidrolizan mediante colesterol éster hidrolasas neutras extra-

lisosomales y se transportan hacia el reticulo endoplasmico [Leiva ef al., 2011].
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La captacion de colesterol LDL se regula a nivel transcripcional principalmente por
factores como SREBP-1ay 2, a través del aumento en la transcripcion de LDLR [Shimano y Sato,
2017]. A nivel post-traduccional, la disponibilidad del receptor de LDL es regulada por la proteina
PCSK9 que media la degradacion lisosomal del receptor [Seidah, 2016]. La captacion de HDL se
regula de manera transcripcional por SREBP-1a, LXR a y B, FXR (receptor X farnesoide), PXR
(receptor X de pregnano), PPAR a y y (receptores activados por proliferadores peroxisomales) y
receptores de estrogeno ay 3 [Leiva et al., 2011; Kardassis et al., 2015]. A nivel post-traduccional,
un ejemplo de regulacion es la interaccion de SR-BI con la proteina CLAMP (C-terminal Linking
and Modulating Protein) o PDZKI, la cual estabiliza la expresion del receptor en la superficie

celular [Ikemoto et al., 2000; Kocher et al., 2003].

1.3.3. Eflujo de colesterol

El eflujo de colesterol hacia distintos aceptores extracelulares ocurre a través de diferentes
transportadores pertenecientes a la super-familia de transportadores ABC (ATP binding cassette).
La sub-familia A de los transportadores ABC, de tipo 1 (ABCAL1), media el eflujo de colesterol
desde la membrana plasmatica hacia precursores como HDL discoidales pobres en lipidos o
ApoA-I [Wang et al., 2000]. Por otra parte, la sub-familia G de los transportadores ABC, de tipo
1 (ABCG1), media el eflujo de colesterol hacia particulas de HDL esféricas cargadas de lipidos
(HDL maduras) [Wang et al., 2004]. Adicionalmente a ABCA1 y ABCGI, se ha descrito que SR-
BI también puede participar en el eflujo de colesterol hacia particulas de HDL maduras en
macrofagos, hepatocitos y células refales [Rigotti et al., 2003; Phillips, 2014; Pagler et al., 2006;
de la Llera-Moya et al., 1999]. El eflujo via ABCA1 y ABCGI se regula de manera transcripcional

principalmente por LXR a y B. De manera post-traduccional, la disponibilidad de ABCA1 en la

12



superficie celular es regulada por multiples factores, entre los que destacan la interaccion con
ApoA-I [Arakawa et al., 2004], la proteasa calpaina [Nagao et al., 2012], la enzima serina
palmitoil-transferasa 1 (SPTLC1) [Tamehiro ef al., 2008] y distintas proteinas que regulan el
trafico hacia la membrana celular [Kardassis et al., 2015]. La regulacion post-traduccional de
ABCGI incluye fosforilacion y palmitoilacion de la proteina, lo que regula la estabilidad del

transportador en la membrana plasmatica [Gu et al., 2013].

1.3.4. Trafico de colesterol en la placenta

El trafico de colesterol a través de la placenta, asi como también los mecanismos
involucrados y los factores que podrian regular y modular la transferencia de colesterol desde la
madre al feto, se han propuesto como un evento clave en HC, ya que estos mecanismos podrian
determinar la contribucion de esta condicion en las alteraciones vasculares anteriormente descritas
[Palinski ef al., 2009; Zhang et al., 2017]. Para que ocurra la transferencia de colesterol, este lipido
materno debe cruzar las dos capas celulares principales de la placenta (sincitiotrofoblasto y
endotelio), de manera de ingresar finalmente a la circulacion fetal [Palinski et al., 2009; Stefulj et
al., 2009; Aye et al., 2010; Leiva et al., 2013].

Las células del sincitiotrofoblasto son células polarizadas responsables del intercambio de
nutrientes y otras moléculas entre la circulaciéon materna y la fetal. Estas células presentan una
membrana apical en contacto con la sangre materna y una membrana basal en contacto con las
células endoteliales placentarias. Asi, la expresion de proteinas, de receptores o transportadores
de colesterol en uno u otra membrana de células del sincitiotrofoblasto determina la

direccionalidad de las moléculas liberadas [Jansson et al., 2009].
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Es importante destacar que hay eventos del trafico de colesterol placentario que aun no han
sido estudiados. Se ha demostrado que en células del sincitiotrofoblasto y endoteliales de la
placenta se expresa LDLR [Furuhashi ef al., 1989; Kamper et al., 2017; Pecks et al., 2016], y SR-
BI [Wadsack et al, 2003; Stefulj et al., 2009]. Luego de ser captado por células del
sincitiotrofoblasto, el colesterol sale de estas células por el proceso de eflujo via los
transportadores del tipo ABCA1 y ABCGI1 [Aye ef al., 2010]. En macrofagos, hepatocitos y
células renales, SR-BI participa también en el eflujo de colesterol [Pagler et a/, 2006; de la Llera-
Moya et al., 1999]; sin embargo, si SR-BI participa en este proceso en células del
sincitiotrofoblasto placentario, es desconocido. Por otra parte, no hay estudios que demuestren
cual(es) es(son) la(s) molécula(s) que cumplen el rol de aceptor del colesterol que sale de las
células del sincitiotrofoblasto [Desoye et al., 2011; Woolett, 2011]. Se ha demostrado que las
células del sincitiotrofoblasto pueden secretar ApoB; ademas, se ha observado expresion de LDLR
en células estromales de la vellosidad coridnica, no obstante, el rol funcional de esta lipoproteina
en el proceso de trafico de colesterol es desconocido [Kamper et al., 2017]. Por otra parte, se ha
demostrado también que la placenta y células del sincitiotrofoblasto son capaces de secretar
ApoA-l'y ApoE, y esta secrecion es hacia la membrana apical y basal, evaluado en el modelo de
sincitiotrofoblasto sembrados en Transwell® recubiertos con matrigel [Melhem et al., 2019].

Dado que las células del sincitiotrofoblasto son células polarizadas que expresan las
proteinas requeridas para la captacion y el eflujo de colesterol, la expresion de estos receptores y
transportadores en uno u otro polo celular podria relacionarse con el flujo de colesterol hacia la
circulacion fetal (expresion en cara basal) y también hacia la circulacion materna (expresion en
cara apical), lo que podria ocurrir eventualmente como una forma de proteccion ante los niveles

elevados de colesterol materno [Aye ef al, 2010]. Recientemente se determind la expresion de
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ABCAL1 en células del sincitiotrofoblasto polarizadas. Esto trabajo determind su expresion en la
cara apical (hacia la circulaciéon materna), sugiriendo la participacion de este transportador en el
proceso de eflujo hacia la circulacion materna [Kallol et al., 2018].

Como se menciono anteriormente, la expresion de los receptores LDLR y SR-BI, asi como
también la de los transportadores ABCA1 y ABCGI, es regulada por factores que se modulan en
respuesta a cambios en el contenido de esteroles intracelulares u oxiesteroles, por lo que
eventualmente podrian ser regulados en respuesta a una hipercolesterolemia materna como la
descrita en HC. Respecto a la regulacion del trafico de colesterol en embarazos con HC, la
informacion es acotada e indica que esta condicion se asocia con un aumento en el nimero de
copias del mRNA para LDLR y ABCG], sin cambios en SR-BI o ABCA1 [Zhang et al., 2017].
En un grupo de embarazadas con niveles elevados de CT y también niveles elevados de
triglicéridos, se describid un aumento en los niveles de SREBP-2 en homogenizados de placenta
[Marseille-Tremblay et al., 2008] y una disminucion de ~60% en la expresion proteica de LDLR,
sin cambios en la expresion de SR-BI comparado con mujeres embarazadas con niveles normales
de ambos lipidos [Ethier-Chiasson ef al., 2007]. Sin embargo, no hay trabajos que evalten si estos
cambios son inducidos especificamente por niveles elevados de CT o por el aumento en los
triglicéridos, los tipos celulares (sincitiotrofoblasto o endotelio) que estarian involucrados en esta
regulacion, ni si los cambios en la expresion de estos receptores se correlacionan con cambios en

su funcion o en el flujo de colesterol hacia la circulacion materna o fetal.

1.4. COMENTARIO FINAL
Considerando que (1) la HC ocurre en ~30% de los embarazos, (2) que esta condicion se

asocia con disfuncion endotelial y lesiones ateromatosas en la vasculatura feto-placentaria, (3) que
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los receptores y transportadores de colesterol son modulados en respuesta a niveles elevados de
esteroles, (4) que la placenta es la barrera metabolica entre la madre y el feto, y que el trafico de
colesterol desde la circulacion materna a la fetal depende de este 6rgano, es factible sugerir que la
HC podria modular el trafico de colesterol en la placenta. Un estudio de esta naturaleza se hace
relevante, considerando ademas que la HC no se relaciona con cambios en el perfil lipidico del
recién nacido, sugiriendo la presencia de mecanismos compensatorios en la placenta que
regularian el trafico de colesterol de la madre al feto. Actualmente se desconocen cudles son los
posibles mecanismos involucrados y de qué manera la condicion HC podria regular la captacion
y el eflujo de colesterol en células del sincitiotrofoblasto [Ethier-Chiasson ef al., 2007; Marseille-
Tremblay et al., 2008; Leiva et al., 2015; Zhang et al., 2017].

De esta forma y considerando los antecedentes expuestos, la presente tesis propone
estudiar si los niveles elevados de colesterol materno podrian modular el trafico de colesterol en
la placenta humana, modificando tanto la expresion como la actividad de los receptores y

transportadores involucrados en este proceso, en células del sincitiotrofoblasto.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1.Hipotesis
La hipercolesterolemia materna (HC) altera el trafico de colesterol en células del sincitiotrofoblasto de

la placenta humana disminuyendo la captacion y el eflujo de este lipido hacia lipoproteinas fetales.

2.2.0bjetivos generales y especificos
2.2.1. Objetivos generales
1. Determinar si la HC modifica la captacion de colesterol en células del sincitiotrofoblasto de
placentas humanas.
2. Determinar si la HC modifica el eflujo de colesterol en células del sincitiotrofoblasto de
placentas humanas.
3. Determinar si la HC modifica el contenido de colesterol en tejido placentario y células del

sincitiotrofoblasto de placentas humanas.

2.2.2. Objetivos especificos

Para el objetivo general 1

1.1 Determinar si la HC modifica la abundancia proteica y localizacion de los receptores LDLR y
SR-BI en tejido placentario.

1.2 Determinar si la HC modifica la abundancia proteica y localizacion de los receptores LDLR y

SR-BI en cultivos primarios de células del sincitiotrofoblasto de la placenta.
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1.3 Determinar si la HC modifica la captacion de LDL-Dil y HDL-Dil en cultivos primarios de

células del sincitiotrofoblasto de la placenta.

Para el objetivo general 2

2.1 Determinar si la HC modifica la abundancia proteica y localizacién de los transportadores de
colesterol ABCA1, ABCGI y SR-BI en tejido placentario.

2.2 Determinar si la HC modifica la abundancia proteica y localizacion de los transportadores de
colesterol ABCA1, ABCG1 y SR-BI en cultivos primarios de células del sincitiotrofoblasto de la
placenta.

2.3  Determinar si la HC modifica el eflujo de colesterol en cultivos primarios de células del

sincitiotrofoblasto de la placenta.

Para el objetivo general 3

3.1 Determinar si la HC modifica el contenido de colesterol total, esterificado y no esterificado en
tejido placentario y en cultivos primarios de células del sincitiotrofoblasto de la placenta.

3.2  Determinar si la HC modifica la expresion de HMG-CoA reductasa y ACAT-1 en cultivos

primarios de células del sincitiotrofoblasto de la placenta.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIALES

3.1.1. Equipos

e Balanza analitica, Adam

e Centrifuga, Herlme

o Centrifuga refrigerada para microtubos, Labnet, Prism
e Ultracentrifuga rotor 55 Ti, Beckman Coulter

e Baio termorregulador, Memmert

e (Campana de bioseguridad, Faster bio48

e Incubador de cultivo celular, Shel Lab

e Microscopio Optico de luz, Leica

e Microtomo, Leica

e Vortex Mixer, FinePCR

e Agitador orbital Shaker SO3, Stuart Scientific

e Bario seco, Rocker

e pH metro, Oakton

e Lector de microplacas Multiscan EX, Thermos

e (Camara de electroforesis Mini-PROTEAN Tetra System, Bio-Rad
e Fuente de poder Bio-Rad

e Procesador de imagenes ChemiDoc-It Imaging System, UVP
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e Fluorimetro M200 Pro con modulo de control de gases y temperatura, TECAN

e Medidor de voltios-ohmios Millicell ERS-2

3.1.2. Reactivos y materiales de uso general

e Buffer fosfato salino (PBS) [NaCl 136 mM, KCl 2,7 mM, Na2HPO4 7,8 mM, KH2PO4 1,5
mM, 37°C, pH 7,4], Merck

e FEtanol, Merck

e Tripsina 0,25% y 2.5%, Life technologies

e Papel aluminio

e (Camara de Neubauer

e Criotubos, Corning

e Vasos precipitados de 100 mL y 500 mL

e Matraz 100 mL, 500 mL y 1000 mL

e Probetas graduadas de 50 mL, 100 mL, 500 mL y 1000 mL

e Pipetas seroldgicas de 10 mL y 25 mL, Falcon

e Tubos de centrifuga de 15 mL y 50 mL, Orange Scientific

e Microtubos de centrifuga 1,5 mL y 2 mL, Axigen

e Jeringas de 1 mL y 10 mL, BD Plastipak

e Filtros para jeringas 22 um y 45 um, Biofil

e Placas de cultivo celular 35 mm2, 60 mm2, 100 mm?2, Falcon

e Placas de cultivo 6, 12, 24 y 96 pocillos, Falcon

e Micropipetas de 2 puL, 10 pL, 20 uL, 200 uL y 1000 pL, Labnet
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3.1.3. Reactivos y materiales para extraccion y cuantificacion de proteinas

e Buffer de lisis [Tris 50 mM (pH 7.4), NaCl 100 mM, Triton X-100 0,5%, SDS 1% (Winkler)]
e Kit de Micro BCA para cuantificacion de proteinas, Thermo Scientific

e Reactivo de Bradford, Bio-Rad

e Albumina de suero bovino (BSA), Winkler

e KOH 0,5 N, Winkler

e Rastrillo, Cell scraper, Falcon

3.1.4. Reactivos para electroforesis en gel de poliacrilamida
e Solucién A [Tris-HCI 1500 mM, SDS 0,4% pH 8,8]

e Solucion B [Tris-HCI 500 mM, SDS 0,4% pH 6,8]

e Acrilamida-Bisacrilamida 40%, Merck

e Persulfato de amonio, Merck

e N,N,N’,N’-Tetrametiletilendiamina (Temed), Merck

e Estandar de peso molecular pre-tefiido, Thermo Scientific
e Ponceau S (Sigma Aldrich)

e Buffer de carga 5X, Thermo Scientific

e Buffer de corrida (Tris-Glicina-SDS) 10X, Winkler

3.1.5. Reactivos y materiales para western blot
e Buffer de transferencia [Tris 25 mM, glicina 192 mM (Calbiochem), 10% metanol (Winkler)]
e Membrana de transferencia de fluoruro de polivinilideno (PVDF), Thermo Scientific

e Solucién de bloqueo:
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-Tris base-Tween 20 (TBS-T) [TBS 1X, Tween 20 0,1% (Bio-Rad), leche descremada 5%
(Calo)]

-TBS-T BSA 3%, sin leche

-Solucion Blotto [Tris 50 mM, NaCl 101 mM, Tween 20 0,1%]

Sistema de quimioluminiscencia SuperSignal West Femto Chemiluminiscence, Thermo
Scientific

Sistema de quimioluminiscencia SuperSignal West Dura Chemiluminiscence, Thermo

Scientific

3.1.6. Anticuerpos

Anticuerpos primarios para proteinas humanas: anti-Apolipoproteina A 1 (ApoA-I) hecho en
conejo (abcam), anti-ApoB hecho en conejo (abcam), anti-LDLR hecho en conejo (Novus
Biologicals), anti-SR-BI hecho en conejo (Novus Biologicals), anti-ABCA1 hecho en conejo
(Novus Biologicals), anti-ABCG1 hecho en conejo (Novus Biologicals), anti-HMGCR hecho
en conejo (Santa Cruz Biotechnologies), anti-Plap hecho en conejo (BioCare Medical), anti-
FPN1 hecho en conejo (Invitrogen), anti-citoqueratina 7 hecho en raton (Dako), anti-p-actina
hecho en raton (Sigma-Aldrich).

Anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa de rabano (HRP): anti-IgG de raton
(Sigma-Aldrich) y anti-IgG de conejo (Sigma-Aldrich). Anticuerpos conjugados a fluordéforos:
anti-IgG de conejo Alexa 488 (Invitrogen), anti-IgG de conejo Alexa 568 (Invitrogen), anti-
IgG de raton Alexa 488 (Invitrogen).

Cocteles de anticuerpos anti-CK7, marcado con Alexa Fluor 488® mads anti-vimentina

etiquetado con Alexa Fluor 647®.
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3.1.7. Reactivos y materiales para inmunofluorescencia en tejido

Formalina 10%, Sigma-Aldrich

Parafina Histoplast, Thermo scientific

Xileno, Winkler

Alcohol 100%, 98%, 75%, y 50%, Merck

Buffer de citrato (Acido citrico 10 mM, pH 6.0)

Buffer de bloqueo [Tris/HCI 50 mM (pH 7,5), NaCl 100 mM, Triton x-100 0,05% (Merck) y
BSA 5%

Dapi, Invitrogen

Medio de montaje acuoso Fluoromount, Sigma

Portaobjetos cargados positivamente (Super frost Plus, Thermo Scientific)

Cubreobjetos, TCL

3.1.8. Reactivos para RT-PCR

Agua libre de nucleasas (Ultrapure™ DNAse/RNAse-Free Distilled Water, Invitrogen)

Trizol (Thermo Scientific)

Kit para transcripcion reversa (High-Capacity sDNA Reverse Transciption Kit, Applied
Biosystem)

Master mix para la reaccion de PCR tiempo real (Fast SYBR™ Green Master Mix, Applied
Biosystem)

Placas para PCR tiempo real (MicroAmp™ Fast Optical 48-well Reaction Plate, 0,1 mL,

thermo Scientific)
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Film adhesivos para placas de PCR tiempo real (MicroAmp™ Optical Ahesive Film, Thermo

Scientific)

3.1.9. Reactivos y materiales para cultivo primario de células del sincitiotrofoblasto

Solucion salina 0,9% [Hepes-Tris 10 mM pH 6,95 (Calbiochem), NaCl 153 mM (Merck)]
Solucioén salina tamponada de Hank (HBSS) pH 7,4 [CaCl2 1,26 mM (Sigma), MgS0O4-7H20
0,81 mM (BDH AnalaR), HBSS 10X [KCI 53,7 mM (Winkler), KH2PO4 4,41 mM (Winkler),
NaCl 1369 mM, Na2HPO4 3,38 mM (Merck), glucosa 55,5 mM (BDH AnalaR)], Hepes 1000
mM (Calbiochem)]

DNAsa tipo I, Wortington

Tripsina 2,5%, Life technologies

NBCS, Life Technologies

Medio Eagle modificado con medio Dulbecco (DMEM) alto en D-glucosa, Life Technologies,
suplementado con NaHCO3 44 mM, Winkler

Percoll, GE Healthcare Life Sciences

Medio Eagle con mezcla de nutrientes 12 modificado con medio Dulbecco (DMEM/F12), Life
Technologies, suplementado con NaHCO3 14,3 mM, 10% SFB y 1% penicilina-estreptomicina
Filtros, Cell strainer 100 um, Falcon

Gasa, Primus Medical

Embudo de filtracion

Tubos de centrifuga Ultra-Clear (25 x 89 mm), Beckman Coulter

Insertos Transwell®, Falcon

Matrigel suplementado con factores de crecimiento, Corning
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3.1.10.  Reactivos y materiales para purificacion y marcaje de lipoproteinas

e Acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 10 mM pH 7.4, Gibco

e Aprotinina 2 pg/mL en agua, Santa Cruz

e Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1 mM en etanol, Merck

e 1,1'-Dioctadecil-3,3,3",3'-Tetrametilindocarbocianina  perclorato (Dil; DilC18), Life
Technologies

e Dimetilsuféxido anhidro, Life Technologies

e KBr, Merck

e Solucioén de didlisis 10X, pH 7,4 [NaCl 1500 mM, EDTA 3,42 mM en agua destilada (dH20)]

e Solucion de tincion con azul de Coomassie [Coomasie R250 0,2% (Bio-Rad), isopropanol
25%, acido acético 10%]

e Algodon, Pharma Chile

e Agujas pericraneales (mariposa), Terumo

e Tubos para extraccion de sangre por sistema de vacio BD Vacutainer

e Tubos de centrifuga Ultra-Clear (13 x 51 mm), Beckman Coulter

e Membranas de didlisis, Spectrum Labs

e Cierres para bolsas de dialisis, Spectrum Labs

3.1.11.  Reactivos y materiales para captacion y eflujo de colesterol
e BSA libre de acidos grasos (FFA), US Biological
e Bloqueador del transporte de lipidos-1 (BLT-1), Sigma

e Buffer hipotonico [50% dH20, 50% medio DMEM alto en glucosa sin SFB]
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e Buffer isotonico libre de potasio [NaCl 140 mM - Hepes 20 mM (pH 7,4), CaCl2 1 mM, 1 mM
MgCl2, glucosa 5,55 mM]

e Colesterol tritiado, [1,2-3H(N)]-cholesterol, PerkinElmer

e Tubos de centelleo

e Liquido de centelleo Ecoscint, National Diagnostic

3.1.12. Reactivos para medicion de contenido de colesterol
e Kit Amplex™ Red colesterol Assay Kit
e Cloroformo (Merck)

e Metanol (Sigma aldrich)
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3.2. METODOS

3.2.1. Obtencion de las muestras bioldgicas

Este estudio incluyé embarazadas atendidas en el Hospital Clinico UC CHRISTUS (Chile, n=
48) y Lindenhofgruppe (Suiza, n=12). Se obtuvieron placentas de embarazos normales de término, las
cuales al momento del parto se recolectaron y trasladaron en condiciones asépticas al laboratorio. Al
momento del parto, se obtuvo adicionalmente una muestra de suero materno (5 mL) y una muestra de
suero de sangre de cordon umbilical (5 mL). Inmediatamente después de la recoleccion de la placenta
(y solo durante las primeras 4 horas posteriores al parto), se extrajo trozos representativos de toda la
placenta, los cuales fueron mantenidos en solucion salina estéril. Se obtuvo la informacion clinica de
las embarazadas con apoyo del personal médico de la Maternidad del Hospital. Las mujeres
embarazadas invitadas a participar en este estudio fueron seleccionadas basadas en los siguientes
criterios de inclusion: cursar con embarazos unicos y de término (> 37 semanas de gestacion) y que no
presenten infecciones intrauterinas o complicaciones médicas u obstétricas. Los criterios de exclusion
fueron: embarazos cursando con obesidad (indice de masa corporal (IMC) a término del embarazo
>30), embarazos multiples, malformaciones fetales, sindrome hipertensivo, preeclampsia, restriccion
del crecimiento uterino, diabetes mellitus gestacional y pre-gestacional, hipotiroidismo e
hipertiroidismo.

Se obtuvo el consentimiento informado de cada mujer embarazada incluida en el presente
estudio, documento que fue previamente revisado y aceptado por el Comité de Etica de la Facultad de
Medicina de la Pontificia Universidad Catolica de Chile y por el Canton de Berna en Suiza para las

muestras respetivas de cada pais.
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3.2.2. Grupos de estudio

En este proyecto se consideraron dos grupos de estudio de acuerdo a los niveles de colesterol
total (CT) materno al término del embarazo. El grupo C (control) incluyo embarazadas con niveles de
CT <280 mg/dL y el grupo de mujeres con hipercolesterolemia suprafisiologica (HC) a embarazadas

con niveles de CT >280 mg/dL [Leiva et al., 2013, 2015].

3.2.3. Determinacion de colesterol sanguineo y triglicéridos

A todas las embarazadas admitidas en este estudio, se determinaron los niveles de colesterol
total sanguineo (CT), lipoproteinas de baja densidad (LDL), lipoproteinas de alta densidad (HDL),
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), y triglicéridos. Las mediciones fueron realizadas en suero
de sangre de la vena braquial materna obtenida el dia del parto.

El CT colesterol HDL y triglicéridos fueron determinados directamente con un ensayo
colorimétrico enzimatico estandar (Kit, Cobas Integra Colesterol (CHOLL), Cobas Integra HDL-
Colesterol (HDL-C), Cobas Integra Triglicéridos (TRICL)) (Roche), en un analizador de series
modular Cobas® 8000 (Roche) en el Laboratorio Clinico del Hospital Clinico UC CHRISTUS o en
Lindenhofgruppe en Suiza. El colesterol LDL y VLDL fueron calculados por niveles de CT, colesterol
HDL vy triglicéridos, por aplicacion de la ecuacion de Friedewald’s [Friedewald et al., 1972; ATP 111,

2002].

3.2.4. Purificacion de lipoproteinas de adultos y neonatos
Para la purificacion de lipoproteinas se utilizé un protocolo de ultra-centrifugacion [Sreckovic
et al., 2013]. En breve, se obtuvo sangre de mujeres adultas sin patologias o embarazo, mujeres

embarazadas y sangre de cordon umbilical en tubos con gel separador para obtener suero. De esta
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forma, tras la obtencion de las muestras, se centrifugaron los tubos (15 minutos, temperatura ambiente,
1500 RCF) y se extrajo el suero, al cual posteriormente se le afiadid sacarosa (concentracion final de
10%), acido etilendiaminotetraacético (EDTA; 10 mmol/L, pH 7,4), aprotinina (2 ug/mL) y fluoruro
de fenilmetilsulfonilo (PMSF; 1 mmol/L). Luego, se ajustd la densidad del suero con bromuro de

potasio (KBr) a 1,24 g/mL con la siguiente formula (férmula 1):

_ Vx (df —di)
1-0,312xdf

Con X = mg de KBr; Vx = volumen requerido; df = densidad final; di= densidad inicial.

Luego, se agreg6 este suero con densidad ajustada a tubos de ultracentrifuga de 5 mL, sobre
los que lentamente se afiadi6 PBS (densidad = 1,006 g/mL) para la posterior generaciéon de una
gradiente de densidad. A continuacion, se procedio a la ultracentrifugacion (rotor SW 55 Ti, 4 horas,
15°C, 287000 RCF), se aislaron las bandas correspondientes a LDL (banda superior color amarillo
palido), HDL (banda intermedia color amarillo intenso) y el suero libre de lipoproteinas (SLL; fondo
del tubo). Finalmente, se dializ6 cada producto por separado (LDL, HDL, SLL) a 4°C, en agitacion
constante por 48 horas en solucion salina (mmol/L NaCl 150; EDTA 0,342; pH 7,4). Las LDL y HDL
se conservaron a 4°C en tubo sellado y saturado con nitrégeno, y el SLL se conservd a -20°C. Se
caracterizaron cada una de las fracciones obtenidas evaluando la concentracion de colesterol y la

expresion de ApoB y ApoA-I por western blot (Figura 1).
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-. ApoB
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Figura 1. Purificacion y abundancia proteica de ApoB y ApoA-I en lipoproteinas
purificadas (LDL y HDL).

Se realizo la purificacion de LDL, HDL y suero libre de lipoproteinas (A) y se determind la expresion

de ApoB y ApoA-I mediante western blot en LDL y HDL purificadas de sangre de voluntarios adultos

sanos (B). Se utilizo el anticuerpo anti-ApoB y anti-apoA-I.
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3.2.5. Marcaje de lipoproteinas

Las lipoproteinas LDL y HDL previamente purificadas fueron marcadas con el colorante
fluorescente lipofilico Dil [Pitas et al.,, 1981]. 1 mg de LDL o HDL purificadas se mezclé con 2 mL
de SLL diluido a una concentracion de 2,5 mg/mL en solucion de fosfato salino (PBS; mmol/L NaCl
136; KCI 2,7; NaxHPO4 7,8; KH2PO4 1,5; pH 7,4). Luego, la mezcla fue filtrada (filtro de 0,45 pm
para las LDL y de 0,22 pm para las HDL) y se adicion6 50 pL de 1,1'-Dioctadecil-3,3,3",3'-
tetrametilindocarbocianina perclorato (Dil; 3 mg/mL en DMSO) a cada tubo de reaccion. La mezcla
de reaccion se incub6 por 15 horas a 37°C en agitacion suave y oscuridad. Posteriormente, la mezcla
de reaccion se centrifugd por 5 minutos a temperatura ambiente a 400 RCF y se continu6 trabajando
con el sobrenadante, al que se le ajust6 la densidad a 1,24 g/mL con KBr, segun la formula 1.
Finalmente, se ultra-centrifugaron las preparaciones en un rotor SW 55 Ti por 4 horas a 15°C a 287000
RCEF. Se aislaron las bandas correspondientes a LDL y HDL, las que se dializaron y almacenaron como
ya se describi6 en la seccion anterior, obteniéndose finalmente LDL y HDL marcadas con Dil (LDL-

Dil y HDL-Dil, respectivamente).

3.2.6. Cultivo primario de células del sincitiotrofoblasto

Las células del citotrofoblasto (CTB) de placentas humanas de término fueron aisladas
mediante un método de digestion enzimatica con tripsina/DNAsa y gradiente de Percoll, adaptado de
Kliman y colaboradores. Luego de 48 horas post-aislamiento, la totalidad de las células se encontraron
en la forma de sincitiotrofoblasto (STB) [Kliman ef al., 1986; Rosario ef al., 2016]. Para la diseccion,
se cortaron inicialmente secciones de la placenta con decidua y placa corionica en cubos pequefios (3

cm?), los que fueron lavados en solucion salina (NaCl 0,9%). Posteriormente, se elimind la decidua, la
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placa coridnica, vasos sanguineos, grasa y calcificaciones, de manera de obtener 30 gramos de tejido
mecanicamente disgregado.

El tejido fue digerido enzimaticamente 3 veces consecutivas con una solucion salina de Hank’s
con HEPES (HBSS; mmol/L KCI 5,37; KH2PO4 0,44; NaCl 136,9; NaHPO4 0,34; glucosa 5,55;
HEPES 100; CaClz 1,26; MgSO4-7H20 0,81; pH 7,4), DNAsa (actividad total de 60000, 40000 y
30000, respectivamente para cada digestion) y tripsina (actividad total de 614000, 409000 y 315000,
respectivamente para cada digestion) por 30 minutos a 37°C en agitacion constante (Tabla 1).
Posteriormente, el sobrenadante de cada digestion enzimatica fue filtrado, se le adicionara suero de
ternero recién nacido (NBCS; 20%) y se centrifugd por 10 minutos (975 RCF, 20°C). Tras esto, se
removiod el sobrenadante y las células fueron resuspendidas en medio Eagle modificado con medio
Dulbecco (DMEM) (6 mL). Luego, se adiciono esta suspension celular a una gradiente de Percoll®
preparada previamente en tubos de ultracentrifuga de 50 mL (gradiente del 10 al 70%), la que fue
centrifugada por 20 minutos (1500 RCF, 20°C). Posteriormente, se colectaron en un solo tubo las
células que se encontraron entre las bandas de Percoll® comprendidas entre 35y 55% (Tabla 2) (Figura
2). Finalmente, se elimind el Percoll® con lavados en medio DMEM vy las células fueron sembradas a
una densidad de 2000 células/mm? en medio de cultivo Medio Eagle con mezcla de nutrientes F-12
modificado con medio Dulbecco (DMEM/F12) con 10% de suero bovino fetal (SBF). Todos los
ensayos seran realizados 72 horas posteriores a la siembra de las células. Para confirmar la naturaleza
de los cultivos primarios obtenidos, se evaludé por microscopia de luz la aparicion de células
polinucleadas a partir de las 48 horas post-cultivo [Kliman ef al., 1986]. Adicionalmente, se evalud
por citometria de flujo las positividad de citoqueratina 7 (CK7; marcador de células epiteliales),

vimentina (marcador de células mesenquimales) y CD31 (marcador de células endoteliales).

32



Tabla 1. Actividad de enzimas en cada digestion.

Digestion Tripsina HBSS DNAsa
(actividad total; (volumen Hank's) (actividad total;
unidades BAEE) unidades K)

1 614.250 138,9 60.000

2 409.500 92,6 40.000

3 315.970 69,1 30.000

Actividad total de tripsina, volumen de HBSS y actividad total de DNAsa requeridos para cada
digestion del protocolo de cultivo primario de células del sincitiotrofoblasto de placentas humanas de

término.
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Tabla 2. Concentraciones de la gradiente de Percoll

Concentracion  Volumen Percoll Agua (mL) HBSS 10X (mL) Volumem total

Percoll (%) (mL) (mL)
70 26,25 7,5 3,75 37,5
60 15 7,5 2,5 25
55 13,75 8,75 2,5 25
50 12,5 10 2,5 25
45 11,25 11,25 2,5 25
40 10 12,5 2,5 25
35 8,75 13,75 2,5 25
30 15 30 5 50
20 5 17,5 2,5 25
10 2,5 20 2,5 25

Volumen de Percoll, agua y HBSS requeridos para preparar las gradientes de Percoll para el protocolo
de cultivo primario de células del sincitiotrofoblasto de placentas humanas de término. HBSS 10X:

Solucidn salina tamponada de Hank concentrada diez veces.
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10% (2,4 mL)

20% (2,4 mL)

30% (4,8 mL)

35% (2,4 mL)

40% (2,4 mL) Citotrofoblastos entre 35-
45% (2,4 mL) 55% dela gradientede

Percoll
50% (2,4 mL)
55% (2,4 mL)
60% (2,4 mL)
70% (3,6 mL) , i
Glébulosrojos al fondo del
tubo después dela
centrifugacion
Figura 2. Diagrama de la gradiente de Percoll requerida para el cultivo primario de células

del citotrofoblasto

Se indica el orden y volimenes necesarios de cada solucion de Percoll para realizar la gradiente de
separacion celular. En la parte superior de la gradiente, se deben adicionar las células digeridas desde
la placenta humana. Se indica ademas las fracciones en las cuales se recuperaran las células del

citotrofoblasto.
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3.2.7. Morfologia celular

En citotrofoblastos cultivados en placas convencionales de 24 pocillos se observo la morfologia
por microscopia. Después de 24, 48 y 72 horas de cultivo, se capturaron imagenes de campo claro de
CTB y STB utilizando un microscopio invertido Leica. Las imagenes se procesaron con el software

Leica correspondiente para comparar cambios en la morfologia celular entre los dias 1y 3.

3.2.8. Analisis de citometria de flujo para evaluar pureza celular

La pureza de CTB y STB se evalué mediante la tincion de las células del sincitiotrofoblasto
con marcadores celulares especificos, seguido de un analisis de citometria de flujo. Las cé€lulas se
cultivaron en placas convencionales, se separaron con Tripsina (0.25%) y se fijaron con formaldehido
al 4% durante 10 minutos en hielo. Después de lavar con solucion PBS, las células se centrifugaron a
200 g durante 10 minutos a 4°C y luego se permeabilizaron con Tween-20 al 0,5% (p/v) en PBS durante
15 minutos a temperatura ambiente. Para evaluar la pureza celular, se realizé una tincion doble de CTB
y STB con coécteles de anticuerpos marcados directamente en la solucion de bloqueo (5% de FBS,
0,1% de Tween-20 (p/v) en PBS). Los cécteles de anticuerpos contenian anti-CK7, marcado con Alexa
Fluor 488® mas anti-vimentina etiquetado con Alexa Fluor 647®. Las cé€lulas se incubaron con el
coctel de anticuerpos respectivo durante 45 minutos en hielo, seguido de 2 lavados (1 minuto cada
uno). Después de la centrifugacion a 200 g durante 10 minutos a 4 °C, las células sedimentadas se
suspendieron en PBS y se adquirieron por citometria de flujo. La adquisicion y el anélisis de datos
para cada tincion se basaron en al menos 10,000 eventos y se realizaron utilizando BD FACSDiva ™
y el software FlowJo® version 10. Dado que CTB y STB son células epiteliales, la tincion positiva
para CK7 sirvié como marcador celular positivo [Maldonado-Estrada ef al., 2004; Li et al., 2015]. Por

otro lado, vimentina, conocida por tefiir predominantemente células mesenquimales, fibroblastos y
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células estromales [Maldonado-Estrada et al., 2004; Li et al., 2015; Zanetta et al., 2000], sirvié como
marcador negativo para CTB y STB. Estos procedimientos de tincion permitieron la evaluacion y
cuantificacion de posibles contaminaciones celulares por células mesenquimales, fibroblastos y células

del estroma, respectivamente.

3.2.9. Ensayo de viabilidad celular

Se incubaron las células con medio DMEM/F12 suplementado con 10% SFB a 37°C con 5%
de CO:2 durante 24, 48 y 72 horas. Para el ensayo MTT (3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-bromuro de
difeniltetrazolio) , se retird el medio de cultivo celular y las células se lavaron tres veces con solucion
de PBS. EI MTT se disolvié en PBS a una concentracion de 5 mg/mL. A partir de esta solucion madre,
se agregaron 20 pL a cada placa de cultivo mas 100 pL del medio DMEM/F12 y las placas se agitaron
suavemente e incubaron durante 4 horas en condiciones estandar a 37°C con 5% de COz. Las células
vivas, convierten el bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio) en el cristal de
formazan de color azul oscuro no soluble, mientras que las células muertas no tienen la capacidad de
convertirlo y, por lo tanto, no se tifien. Después de 4 horas, el medio MTT se reemplaz6 con 150 pL
de Dimetilsulféxido (DMSO) y se mantuvo durante 10 minutos a temperatura ambiente para resolver
completamente el formazan y el desarrollo del color. La absorbancia de las muestras a 570 nm fue

determinada en un lector de microplacas (Tekan).

3.2.10. Polarizacion de células del sincitiotrofoblasto
Para lograr un cultivo polarizado, se procedio a sembrar las células de citotrofoblasto aisladas
de acuerdo a la metodologia anteriormente descrita (ver 3.2.6), en placas de cultivo con el inserto

Transwell® con membrana de poliéster de 0,4 um de poro, recubierto con Matrigel, como se ha
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descrito [Hemmings y Guilbert, 2002; Huang et al., 2016]. Se sembraron 1,2x10° células en placas de
12 pocillos 0 4,2x10° células en placas de 6 pocillos (Figura 3). La confluencia celular y la formacion
de una monocapa polarizada fue monitorizada diariamente por la determinacién de la resistencia
eléctrica transepitelial (TEER) y el coeficiente de permeabilidad aparente (Papp). Cuando el valor de
TEER fue estable y el Papp disminuy0, se asumio6 que los cultivos estan polarizados. Adicionalmente,
se confirm¢é la monocapa por microscopia, ademas se determind la polaridad utilizando marcadores de
sincitiotrofoblasto y de la membrana apical de estas células: CK7 y fosfatasa alcalina placentaria

(PLAP), respectivamente.
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Compartimento Apical

Trofoblastos
Matrigel
Inserto Transwell®

Compartimento basal

Figura 3. Establecimiento de la monocapa de sincitiotrofoblastos primarios humanos
confluentes en insertos Transwell® recubiertos con matrigel.

Diagrama esquematico del modelo de Transwell® en el que se siembran células del sincitiotrofoblasto
para lograr obtener un cultivo polarizado, con la membrana apical y basal (correspondientes al lado

materno y fetal, respectivamente) en diferentes partes del inserto.
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3.2.11. Medicion de TEER

La capacidad de formacion de una barrera polarizada de los sincitiotrofoblastos se evaluo
midiendo la TEER de la capa celular usando a diarios un medidor de voltios-ohmios Millicell ERS-2.
El valor de TEER se determiné en los filtros recubiertos con Matrigel en presencia o ausencia de
células del sincitiotrofoblasto. Después de un nuevo cambio de medio, los electrodos se colocaron a
ambos lados del inserto Transwell®. El experimento diario se realizd en los insertos individuales y se
midio en tres posiciones diferentes (120°) por pocillo. La resistencia de monocapa para cada inserto se
tomo como el promedio de las tres lecturas y se corrigié para el area de superficie (k€2-cm?) [Huang
et al., 2016]. Cuando la TEER fue estable, se considerd que se alcanzo la formacion de la monocapa

celular.

3.2.12. Medicion de Papp

Para evaluar las propiedades de permeabilidad de la monocapa del sincitiotrofoblasto se utilizd
un marcador de via paracelular, Lucifer yellow (LY) 457 Da, para determinar la tasa de transferencia
pasiva de especies de peso molecular a través de la monocapa celular (Heinzen y Hackstadt, 1997;
Kabir ef al., 2005). Los insertos Transwell® se lavaron tres veces y se equilibraron en DMEM-HG
(DMEM- alto en glucosa) libre de rojo fenol durante 30 minutos. Luego se anadio el colorante
fluorescente (50 mM) en medio a la cdmara donante (compartimento apical o basal) a 37°C durante 2
h, y se tomaron alicuotas de 100 ul desde la camara receptora a intervalos de 30 minutos. La difusion
del marcador fluorescente se detecto a Ex/Em= 450/530 nm por un lector de microplacas de
fluorescencia. El coeficiente de permeabilidad aparente (Papp) se calculd con la siguiente formula
(formula 2):

Papp (cm/s) = (dQ/dt)/(A x Co)

40



donde dQ/dt: es la tasa de aparicion del sustrato en la cdmara receptora (mmol/s); A: el area
de superficie de la membrana del filtro (cm?); Co: la concentracion inicial del sustrato en la camara del
donante (mmol/ml) [Vogel, 2006]. La difusion de LY (mmol/ml) se calculé6 como la concentracion
acumulada de LY en la cadmara receptora dentro de un cierto periodo de tiempo. La disminucion del

valor de Paap se consideré como parametro indicador de la formacién de la monocapa celular.

3.2.13. Lisado celular y cuantificacion de proteinas

Los homogenizados de placenta y cultivos primarios de células del sincitiotrofoblasto fueron
lisados para extraer proteinas. Para realizar western blot (ver 3.2.14) y para la determinacion de
colesterol celular (ver 3.2.22), las células fueron lisadas en una solucion de lisis de proteinas (mmol/L
Tris-HCI 50; NaCl 100; pH 7,4; Triton X-100 0,5% y SDS 1%). Posteriormente, esta suspension fue
homogenizada mecédnicamente con jeringa para luego ser incubada a 60°C por 5 minutos. La
concentracion de proteinas se determiné utilizando el kit de Micro BCA® y una curva de calibracion
estandar de albtimina de suero bovino (BSA; 0 - 2000 pg/mL). La concentracion de proteinas se estimo

evaluando la absorbancia de las muestras a 620 nm.

3.2.14. Western blot

Para los estudios de western blot, se separaron 50 pg de proteinas para células del
sincitiotrofoblasto y 70 ug para homogenizados de placenta por electroforesis desnaturante en geles
de poliacrilamida (6-12%) con 0,1% de SDS (SDS-PAGE) (2 horas, 100V) [Leiva et al., 2013]. Los
geles fueron transferidos a una membrana de polifluoruro de vinilideno (PVDF; 2 horas, 0,4 A).
Posteriormente, las membranas fueron incubadas por 1 hora con solucion de bloqueo (mmol/L Tris-

base 20; NaCl 137; Tween-20 0,05%; Leche descremada 5%; pH 7,4), para luego ser incubadas con
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los anticuerpos primarios [anti-conejo: ApoA-I (1:1000), LDLR (1:500), SR-BI (1:1000), ABCG1
(1:2500), ABCAT (1:1000), ApoA-I (1:500); HMGCR (1:500), ApoB (1:500), 18 horas a 4°C o anti-
raton: B-actina (1:5000) por 2 horas a temperatura ambiente]. Posteriormente las membranas fueron
lavadas con buffer de lavado (mmol/L Tris 20; NaCl 137; Tween-20 0,05%; pH 7,4) y se incubaron
con los anticuerpos secundarios dirigidos contra la IgG de la especie utilizada para el anticuerpo
primario (anti-conejo o anti-raton, segin corresponda) y conjugados con HRP (1 hora a temperatura
ambiente). Las bandas correspondientes a las proteinas especificas fueron detectadas y visualizadas
con el equipo de adquisicion de imagenes Chemidoc-it por quimioluminiscencia. La abundancia
relativa de cada proteina se cuantifico utilizando el software ImageJ. Cada uno de los valores fue

corregido utilizando la abundancia relativa del control de carga B-actina en cada muestra.

3.2.15. Inmunofluorescencia en tejido

Para realizar determinacidon de proteinas por inmunofluorescencia en tejido de placenta, se
tomaron biopsias 1 cm?, se lavd con solucion PBS y se descartd las zonas con calcificaciones
[Gutiérrez et al., 2017]. Las biopsias fueron fijadas en paraformaldehido al 4% en solucion PBS por
24 horas a 4°C. Posteriormente, las muestras fueron deshidratadas gradualmente mediante la
exposicion a concentraciones crecientes de etanol (50, 75, 98 y 100% a temperatura ambiente, 60
minutos cada una) y posteriormente xileno (100%, temperatura ambiente, 60 minutos), xileno: parafina
(50% de cada uno, 60°C, 60 minutos) y parafina (100%, 60°C, 60 minutos). Los tejidos asi incluidos
fueron cortados en micrétomo en secciones de 7 pm de espesor.

Para la inmunolocalizacion de proteinas, se elimind la parafina de las secciones de tejido
utilizando xileno por 10 minutos. El tejido se rehidrat6é con una gradiente de etanol por 5 minutos (100,

98, 75 y 50%). Posteriormente, se realizd la recuperacion antigénica con solucion citrato (citrato de
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sodio 10 mmol/L; Tween-20 0,05%; pH 6,0; 95°C; 30 minutos). Las secciones de tejido fueron
incubadas 1 hora con solucidn de bloqueo (mmol/L Tris 50; NaCl 100; Triton X-100 0,05%; BSA 5%;
pH 7,5), para luego ser incubadas por 18 horas a 4°C con los anticuerpos primarios anti-conejo: LDLR
(1:30), SR-BI (1:30), ABCG1 (1:30), ABCA1 (1:30), ABCAI (1:30), FPN-1 (1:30). PLAP (1:30),
ApoA-I (1:30); anti-raton: CK7 (1:30), CD31 (1:30), ApoB (1:30). Posteriormente, los cortes fueron
lavados e incubados por 1 hora a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario anti-IgG de
conejo o raton conjugados con Alexa 488 o Alexa 568 (1:1000), segun corresponda. Finalmente, los
cortes de tejido fueron montados con Fluoromount-G y las imagenes fueron visualizadas en
microscopios confocal Nikon espectral o microscopio Zeiss Ayriscan, en la Unidad de microscopia
Avanzada UC de la Pontificia Universidad Catdlica de Chile. Las imagenes obtenidas en el

microscopio fueron procesadas mediante el software ImageJ.

3.2.16. Inmunofluorescencia en células

Las células del sincitiotrofoblasto fueron sembradas sobre portaobjetos (con poli-L-Lisina
0,01%, previamente incubadas a 37°C, 30 minutos) en las placas de cultivo regulares y posteriormente
fijadas con paraformaldehido (PFA) 4% [Aye et al., 2010]. Por otra parte, las c€lulas polarizadas del
sincitiotrofoblasto, sembradas en placas de cultivo con el inserto Transwell, se fijaron en (PFA 4%)
(30 minutos) y fueron lavadas en PBS-glicina (0,1 mol/L; 15 minutos). Los insertos se cortaron en dos
piezas y luego de la fijacion fueron procesados de la misma forma que las células no polarizadas
[Huang et al., 2016]. Para la determinacion de proteinas totales, las cé€lulas fueron permeabilizadas
con solucidn de bloqueo que contendra detergente (mmol/L Tris 50; NaCl 100; Triton X-100 0,05%;
BSA 5%, pH 7,5), mientras que, para la determinacioén de proteinas en la superficie celular, éstas no

fueron permeabilizadas y se utilizo la solucién sin detergente (mmol/L Tris 50; NaCl 100; BSA 5%,
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pH 7,5). Luego, las células fueron incubadas 18 horas a 4°C con los anticuerpos primarios anti-conejo:
LDLR (1:50), SR-BI (1:50), ABCGI1 (1:50), ABCA1 (1:50), ABCA1 (1:50), FPN-1 (1:50), PLAP
(1:100); anti-raton: CK7 (1:100), CD31 (1:50). Posteriormente, las células fueron lavadas e incubadas
por 1 hora a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario anti-IgG de conejo o ratén conjugados
con Alexa 488, Alexa 568 (1:1000), segiin corresponda. Finalmente, las preparaciones fueron
montadas con Fluoromount-G y las imagenes fueron visualizadas en microscopios confocal Nikon
espectral o microscopio Zeiss Ayriscan, en la Unidad de microscopia Avanzada UC de la Pontificia
Universidad Cato6lica de Chile. Las imagenes obtenidas en el microscopio fueron procesadas mediante
el software ImageJ, corregido por el fondo y el area. Se utiliz6 la siguiente férmula (férmula 3) para

calcular la fluorescencia celular total corregida (CTCF).

CTCF = densidad integrada - (area de la célula seleccionada x promedio del fondo)

3.2.17. Extraccion de RNA total y transcripcion reversa

El RNA total fue aislado usando el método de Chomczynski-fenol [Chomczynski y Sacchi,
1987] y cuantificado por espectrofotometria (A260). La pureza del RNA fue calculada de acuerdo a la
relacion de absorbancia a dos longitudes de onda (A260/A280), a 260 nm absorben las bases nitrogenadas
y a 280 absorben los residuos hidrofébicos de las proteinas (relacion optima 1.8). Alicuotas de RNA
total (2 pug) fueron utilizadas para la transcripcion reversa y generacion de DNA complementario
(cDNA). Cada muestra de RNA fue incubada con la enzima DNAsa I (1 U/uL, 37°C, 30 minutos),
luego la enzima fue inactivada por adicion de EDTA (25 mmol/L, 65°C, 10 minutos). Para la
transcripcion reversa, cada RNA se incubd con una mezcla de oligonucleotidos de deoxitimidina (0,5

png/ul), hexanucleotidos al azar (0,2 pg/uL), dNTPs (10 mmol/L), inhibidor de ribonucleasas (40
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png/ul), la enzima transcriptasa reversa MMLV-RT (200 U/ul), el buffer de reaccion de la enzima y

agua libre de nucleasas [Salomon et al., 2012].

3.2.18. PCR Tiempo Real

Mediante PCR en tiempo real se cuantifico la expresion de HMGCR, ACAT-1 y GADPH. La
amplificacion se realizd con la mezcla de reaccion que incluyd cDNA (diluido 1:4 con agua libre de
nucleasas), Fast SYBR Green qPCR Master Mix (2X), oligonucledtidos sentido y antisentido (100
nmol/L) (Tabla 3) y agua libre de nucleasas. La reaccion se llevo a cabo con una temperatura de melting

de 60°C. La expresion génica de los targets se calculd utilizando el método de 2-2¢T, usando GADPH

como gen de referencia.
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Tabla 3. Secuencias de oligonucledtidos para PCR tiempo real.

OLIGONUCLEOTIDOS SECUENCIAS (5’-3’)

HMGCR SENTIDO GATGGGAGGCCACAAAGAG
HMGCR ANTISENTIDO TTCGGTGGCCTCTAGTGAGA
ACAT1 SENTIDO ATTCCTCTGCCTCTGCTGTC
ACAT1 ANTISENTIDO AGACCAGAGAAACCCTGCAA
GADPH SENTIDO GAGTCAACGGATTTGGTCGT
GADPH ANTISENTIDO TTGATTTTGGAGGGATCTCG
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3.2.19. Captacion de colesterol

La cinética de captaciéon de colesterol LDL y colesterol HDL se realiz6 en cultivos de
sincitiotrofoblastos, utilizando las lipoproteinas marcadas con Dil (LDL-Dil, HDL-Dil) y
cuantificando la fluorescencia transferida a las células, como ya se ha descrito para LDL-Dil [Stephan
y Yurachek, 1993; Rana et al., 2016] y HDL-Dil [Nieland ef al., 2002; Dockendorft et al., 2015]. El
procedimiento se realizo en placas de 96 pocillos, incubando segtin corresponda con LDL-Dil (0 - 200
pg/mL) o HDL-DilI (0 - 50 ug/mL) de mujeres no embarazadas, por 2 horas en el caso de las LDL y
por 4 horas en el caso de las HDL, a 37°C en el DMEM-F12 suplementado con 5% SFB.

Los tiempos y las concentraciones de lipoproteinas para ensayos de cinética de captacion se
determinaron en base a publicaciones en células hepaticas [Stephan y Yurachek, 1993; Nieland et al.,
2002] y sincitiotrofoblastos [Schmid et al., 2003; Wadsack et al., 2003], asi como también a ensayos
preliminares con curvas a distintos tiempos y concentraciones. Luego de la incubacion, se eliminé el
medio de cultivo conteniendo las lipoproteinas marcadas y las células fueron lavadas con PBS-BSA
libre de 4cidos grasos (FFA) (2 mg/mL). Se cuantifico la fluorescencia (excitacion: 550 nm, emision:
595 nm) en un fluorimetro. Posteriormente, las células fueron lisadas con KOH 0,5 N y se estimo la
concentracion de proteinas en cada muestra. Se preparo, adicionalmente, una curva estandar de LDL-
Dil y HDL-Dil (0 - 2000 ng/mL) y la fluorescencia fue medida. De esta forma, los valores de
fluorescencia obtenidos en las diferentes muestras se expresaron como ng/mL de LDL-Dil o HDL-Dil
captado [Stephan y Yurachek, 1993], lo que fue corregido por la concentracion de proteinas de cada
muestra (mg/mL). Asi, la captacion quedd expresada como ng de lipoproteina captada/mg de proteina
celular (ng HDL-Dil o LDL-Dil/mg proteina).

Los parametros cinéticos de velocidad méaxima (Vmax) y la constante de Michaelis-Menten (Km)

se determinaron a partir de curvas de saturacion ajustadas al modelo de cinética enzimatica de
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Michaelis-Menten, y se obtuvo en base a la transformacion de Eadie-Hofstee, utilizando el programa
GraphPad Prism Software.

Para determinar la especificidad de la captacion de colesterol LDL-Dil y HDL-Dil por los
receptores LDLR y SR-BI respectivamente, se estudio la captacion de estas lipoproteinas inhibiendo
la funcién de LDLR y SR-BI (ver 3.2.20). Finalmente, y como se describi6 anteriormente, las células

fueron lavadas, la fluorescencia fue determinada y las proteinas cuantificadas.

3.2.20. Inhibicion de LDLR, SR-BI

Para inhibir la funcion del receptor LDLR, las células fueron pre-incubadas por 5 minutos con
buffer hipoténico (50% dH20, 50% medio DMEM alto en glucosa sin SFB) y luego por 30 minutos
con buffer isotonico libre de potasio (mmol/L NaCl 140; HEPES 20; pH 7,4; CaClz 1; MgClz 1; glucosa
5,55) [Larkin et al., 1983]. Para inhibir SR-BI, las células fueron pre-incubadas por 2 horas con el

inhibidor de SR-BI, bloqueador del transporte de lipidos-1 (BLT-1; 10 pmol/L) [Nieland ef al., 2008].

3.2.21. Eflujo de colesterol

El eflujo de colesterol en sincitiotrofoblastos no polarizadas fue evaluado como la salida de
colesterol tritiado desde las células hacia ApoA-I o HDL, cuantificando la radioactividad en los
aceptores, como se ha descrito [Schmid et al., 2003; Ji et al., 2012].

Las células fueron pre-incubadas por 18 horas con medio de cultivo DMEM/F12 suplementado
con colesterol marcado radiactivamente (colesterol tritiado, [*H]-colesterol, 0,5 uCi/mL). En células
no polarizadas, el procedimiento se realiz6 en placas de 24 pocillos, incubando segiin corresponda con
ApoA-I (0-10 pg/mL comercial) o HDL (0 - 50 pg/mL de mujeres no embarazadas o fetales) células

del sincitiotrofoblasto por 6 horas a 37°C, en el medio de cultivo suplementado con 5% de suero libre
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de lipopprteinas. En cé€lulas polarizadas, se incubaron las células cultivadas en el inserto Transwell®
con las lipoproteinas, a las concentraciones y tiempos ya descritos, en el compartimento apical
(superior) o basal (inferior), segin correspondieran. Los tiempos y las concentraciones para el ensayo
de eflujo se determinaron en base a publicaciones en células del sincitiotrofoblasto y endoteliales de
la placenta [Schmid et al., 2003; Jenkins et al., 2008; Stefulj et al., 2009; Aye et al., 2010; Scholler et
al., 2012; Sreckovic et al., 2014], asi como también a ensayos preliminares con curvas a distintos
tiempos y concentraciones (datos no mostrados). Posteriormente, los medios de cultivos fueron
recuperados y las células lisadas con KOH. Se determino la radiactividad tanto en el medio de cultivo
como en los lisados celulares y se estim6 el eflujo como la fraccion de sefial radiactiva (H?) en el

medio, comparado con la sefial total en el medio y las cé€lulas, segln la siguiente formula (férmula 4):

CPM medio

CPM medio + CPM células x 100

Eflujo (%) =

CPM = cuentas por minuto.

Los parametros cinéticos Vmaxy Km se determinaron a partir de curvas de saturacion ajustadas
al modelo de cinética enzimatica de Michaelis-Menten, y se obtuvieron en base a la transformacion de
Eadie-Hofstee, utilizando el programa GraphPad Prism Software.

La contribucion de SR-BI en el eflujo de colesterol en células del sincitiotrofoblasto se

determino incubando las células con BLT-1 como se describid en el punto 3.2.20.

3.2.22. Contenido de colesterol total, colesterol esterificado y colesterol no esterificado
La concentracion del colesterol total en lisado de sincitiotrofoblastos y homogenizado de

placenta fue cuantificado mediante el kit Amplex™ Red Cholesterol Assay Kit, siguiendo las
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instrucciones del proveedor. Esta técnica se basa en el ensayo enzimdtico de Allain [Allain ef al.,
1974], y consiste en que los ésteres de colesterol son hidrolizados por la enzima colesterol esterasa
formandose colesterol libre, el cual es luego oxidado por el colesterol oxidasa generando peroxido de
hidrogeno y un producto cetdnico. El perdxido de hidrogeno es luego detectado usando 10-acetil-3,7-
dihidroxifenoxazina (reactivo Amplex™ Red). En la presencia de la peroxidasa de rabano, el reactivo
Amplex ™ Red reacciona con el perdxido de hidrogeno con una estequiometria 1:1 produciendo
resorufina, un producto altamente fluorescente, el cual es detectado en un lector de fluorescencia.
Previo a la medicion de colesterol, se realizo una extraccion de lipidos de cada muestra, mediante el
método de Folch [Folch ef al., 1954]. Para eso 70 pg de extracto proteico fue secado bajo corriente de
No2. A este extracto seco, se afladié 3 mL de metanol, se mezclé en agitador tipo vortex por 10 s y luego
se sometid a sonicador por 30 minutos. Después, se agregaron 6 mL de cloroformo, se agit6 durante 1
min y se incubo 30 min a 50°C. se agreg6 2 mL de agua, se agito durante 2 min y se incubo toda la
noche a 4°C. Al dia siguiente, las muestras fueron centrifugadas a 700 rpm por 20 min a 4°C. Luego
de la centrifugacion, se generaron 2 fases: una fase acuosa superior (agua/metanol) y la fase organica
inferior (cloroformo). Se colecto la fase cloroformo (que contiene el colesterol), la cual se traspasé a
un tubo de vidrio la cual se habia ambientado previamente con 10 uL de Triton X-100 al 1% en
cloroformo. Se seco la fase cloroformo bajo corriente de N2, y luego se procedid a la medicion de

colesterol con el kit Amplex™ Red Cholesterol Assay Kit siguiendo las instrucciones del proveedor.

3.2.23. Tincion Filipina
Las c¢lulas del sincitiotrofoblasto se sembraron sobre cubreobjetos en placas de cultivo de 24
pocillos (5x10° células/pocillo) y en insertos Transwell® de 12 pocillos (1x10° células/pocillo). Las

células se fijaron con PFA al 4% en solucion PBS durante 15 minutos, seguido de lavado con PBS e
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incubacidn con solucion de filipina (25 pg/ml en PBS) a temperatura ambiente en la oscuridad durante
30 min. Después de un lavado prolongado en PBS en una cédmara oscura, los cubreobjetos y los
Transwell® se montaron con medio de montaje Fluoromont G para ser analizados. En los cubreobjetos
se fijaron las células a las 72 horas post sembrado y en los insertos se hizo al dia 7 después del
experimento de eflujo. Las imagenes fueron visualizadas en microscopios confocal Nikon espectral o
microscopio Zeiss Ayriscan, en la Unidad de microscopia Avanzada de la Pontificia Universidad
Catdlica de Chile. Las imagenes obtenidas en el microscopio fueron procesadas mediante el software

ImageJ.

3.2.24. Calculo de tamafio muestral

Para el calculo de tamafio muestral se utilizo la formula de comparacion de las medias, para
lograr un poder estadistico del 80% y un nivel de significancia del 5%. Asin=[2 x (Zo. +Zp)? x S?]/d>,
donde n = sujetos de estudio, Za = valor de Z correspondiente al riesgo deseado para test unilateral
(1,96), Zp = valor de Z correspondiente al poder estadistico del 80% (1,28), S = varianza del grupo
control (-145), d = valor minimo de la diferencia que se desea detectar (diferencia en un experimento
de captacion de colesterol=130). Considerando que n = 13,05, se deben incluir al menos 13 muestras

por grupo de embarazos C y HC por analisis para determinar diferencia [Dhand y Khatkar, 2014].

3.2.25. Analisis de datos

Los datos clinicos (maternos y de recién nacidos) fueron expresados como promedio y
desviacion estandar (SD) mas el rango de valores minimos y maximos. En todos los ensayos, los
valores obtenidos se representaron como promedio y error estdndar (S.E.M), donde n indic6 el nimero

de cultivos y sueros utilizados. Se determin6é la normalidad de los datos con el test Kolmogorov-
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Smirnov. Para comprobar si existen diferencias significativas entre dos parametros, se utilizd el
analisis de comparacion de medias de ¢ de Student para datos paramétricos. Para comparar diferencias
entre mas de dos grupos, se utilizo el andlisis de varianzas (ANOVA) de una o dos vias o el test de
Friedman para datos paramétricos o no paramétricos, respectivamente. Si ANOVA o el test de
Friedman mostraron diferencias entre las variables, se realizaron analisis post hoc por el test de
comparaciones multiples de Bonferroni o el test de correccion de Dunns, respectivamente. Los datos
experimentales se analizaron utilizando el programa GraphPad Prism Software. Se considero

significativo un valor de P <0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Caracteristicas maternas y neonatales

En este estudio se utilizaron un total de 60 muestras de placentas que fueron obtenidas de mujeres
chilenas (Hospital Clinico UC-Christus. C, n=21; HC n=27) y mujeres suizas (Lindenhofgruppe. C,
n=8; HC n=4) (Tabla 4). No se observaron diferencias significativas en los pardmetros clinicos
determinados en ambos grupos de estudio tanto pardmetros maternos (edad, estatura, peso, indice de
masa corporal (IMC), presion sistolica y diastdlica, glicemia basal de primer trimestre, glicemias del
test de tolerancia a la glucosa oral (TTGO) del segundo trimestre), como del recién nacido (sexo, edad
gestacional, estatura y peso) (Tabla 4).

Se midi6 en la madre y el recién nacido, el CT, HDL, LDL, lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL), y triglicéridos al término del embarazo. El colesterol total sanguineo materno y colesterol
LDL fueron mas altos en HC (332 £39 y 199 + 35 mg/dL, respectivamente) que en C (241 £27 y 125
+ 26 mg/dL, respectivamente) (Figura 4A). Mientras que el colesterol HDL, VLDL vy triglicéridos, no
mostraron diferencias significativas entre ambos grupos.

No se observaron diferencias significativas en ninguno de los parametros evaluados en el perfil

lipidico del recién nacido (Figura 4B).

4.2. Morfologia celular de células del trofoblasto diferenciadas y no diferenciadas a

sincitiotrofoblasto
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Los cultivos primarios de células del trofoblasto sembradas en placas de cultivo convencionales se
observaron como células nucleadas individuales con bordes bien delimitados después de 24 horas de
cultivo. Morfologia semejante a lo previamente publicado para citotrofoblastos (CTB) (Figura 5A)
[Kliman ef al., 1986]. A las 48 horas de cultivo se observaron CTB iniciando el proceso de fusion,
algunas células uninucleadas y otras multinucleadas (Figura 5B). Después de 72 horas de cultivo, los
CTB formaron entidades celulares multinucleadas semejantes a lo previamente publicado para
sincitiotrofoblasto (STB) (Figura 5C) [Kliman et al., 1986]. Estas células aparecen como una capa
continua sin limites intercelulares y presentan forma de isla cuando se cultivan en placas de cultivo
convencionales. Las imdgenes fueron visualizadas en microscopio Leica, las imagenes obtenidas en el

microscopio fueron procesadas mediante el software ImageJ.
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Tabla 4. Caracteristicas clinicas de las embarazadas y los recién nacidos

Variables

C
(n=29)

HC
(n=31)

Variables maternas

Edad (afios)
Estatura (cm)
Peso (kg)

1°f trimestre

29 trimestre

3°r trimestre
IMC (kg/m?)

1°f trimestre

29 trimestre

3°r trimestre
Presion arterial sistolica
(mmHg)

1°f trimestre

29 trimestre

3°r trimestre
Presion arterial
diastolica (mmHg)

1°f trimestre

29 trimestre

3¢ trimestre

32,6+ 5,9 (23-45)
166,2 + 6,2 (156-180)

62,5+ 5,5 (51-69)
68,5+ 5,5 (62-79)
73,8 + 6,7 (52-92)*

23,4 +1,7 (20-27)
24,8 + 1,8 (22-27)
27,2 +2 (19-30)

104 + 9,7 (90-120)
108,4 + 8,5 (100-170)
104,7 + 7,4 (90-116)

64,1 + 8,4 (55-80)
68,2 + 6,1 (60-80)
66,4 + 5,8 (60-75)

31,9+ 6,1 (20-45)
161,1 + 6,5 (148-173)

59,1 5,5 (48-69)
64,7 + 6,2 (55-74)
70,6 + 6,5 (58-80)*

22,4+ 1,6 (20-26)
22,1+ 1,6 (23-28)
27,3+ 1,9 (23-30)

108 + 14,5 (84-135)
106 + 13,9 (80-130)
109,6 + 11,2 (90-130)

63,3 + 8 (46-70)
63,9 + 4,9 (60-72)
68,8 + 6,7 (60-80)

Glicemia basal (mg/dL) 77,5+ 5,3 (68-83) 79,6 + 5,8 (68-85)
TTGO (mg/dL)
Glicemia basal 77,4+ 3,7 (72-82) 78,8 £ 5,1 (72-90)
Glicemia post 90,6 + 8.4 (80-102) 95,2 +£12,9 (74-115)
carga de glucosa (2
horas)

Variables del recién nacido

Sexo (hombre/mujer)
Semanas de gestacion
Peso placenta (g)

Peso (g)

Estatura (cm)

Indice ponderal
(gramos/cm? x 100)

14/15

394+ 1,1 (37-41)

530 + 21,2 (508-552)
3427 + 392 (2365-4340)
50,1 + 1,8 (47-55)

2,7 +0,2 (2-2,9)

16/15

39,1+ 0,9 (37-42)

541 + 19,5 (522-560)
3459 + 194 (2730-4440)
50,9 + 1,9 (47-54)

2,6 £0,5 (2,2-2,8)
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Mujeres controles (C, colesterol total <280 mg/dL) o hipercolesterolemicas (HC, colesterol total >280
mg/dL) en el embarazo fueron incluidas. El peso, indice de masa corporal (IMC) y la presion sanguinea
fueron determinados en el primer (0-14 semanas de gestacion [sg]), segundo (14-28 sg) y tercer (28-
40 sg) trimestre del embarazo. Los datos son promedios = S.D (rango). TTGO indica test de tolerancia

a la glucosa oral. *P<0,05 vs valores correspondientes al primer trimestre de embarazo.
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Figura 4. Perfil lipidico materno y neonatal en C y HC.

Niveles sanguineos maternos (A) y neonatal (B) de colesterol total (CT), lipoproteinas de alta densidad
(HDL), lipoproteinas de baja densidad (LDL), lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y
triglicéridos (Tg) fueron determinados al término del embarazo. C: (Control, blanco). HC:
(Hipercolesterolemia, negro). Los valores son promedio + S.D. n=28 C; 31 HC. n=19 Cy 24 HC en

el perfil neonatal. *P<0,05 vs valores correspondientes en C.
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Figura S. Morfologia de células del trofoblasto.

(A) citotrofoblastos (CTB) no diferenciados primarios fueron aislados con digestiones enzimaticas
con DNAsa/tripsina y posteriormente aislados en una gradiente de Percoll. Después de 24 horas las
células cultivadas mostraron caracteristicas de células epiteliales mononucleadas. (B) Combinacion
de CTB y sincitiotrofoblasto (STB) CTB/STB después de 48 horas de cultivo. Se observa la presencia
de células mononucleadas y células iniciando la diferenciacion. (C) A las 72 horas de cultivo, se
observa principalmente CTB fusionados (STB). Las iméagenes fueron capturadas en magnificacion
20X. Los citotrofoblastos fueron aislados desde placentas a término. Las flechas rojas indican la

presencia de CTB y STB. Barra 100 pum.
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4.3. Morfologia de los cultivos de sincitiotrofoblastos polarizados

Para evaluar la localizacion de los receptores y transportadores de colesterol, asi como también
la direccionalidad de la captacién y el eflujo de colesterol, se sembraron células del CTB en filtros
Transwell® recubiertos con Matrigel (25 pg/cm?) en una densidad de 1x10%cm? y se observo la
morfologia a los dias 1, 3, 5 y 7 (Figura 6). Se determin6 que las células a los diferentes dias
presentaron una morfologia diferente sugiriendo la formacion de una monocapa. Sin embargo, la
formacion e integridad de la monocapa polarizada de células del sincitiotrofoblasto no se puede
confirmar con simple observacion de la morfologia, se requiere determinar la resistencia eléctrica

transepitelial (TEER) y estimar el coeficiente de permeabilidad aparente (Paap).

4.4. Establecimiento de la monocapa del sincitiotrofoblasto polarizado

Se adquirieron valores de TEER en cultivos primarios de células del sincitiotrofoblasto 24 horas
después de la siembra celular y hasta el dia 5. Se determin6 un aumento gradual que alcanz6 el plateau
después de 4-5 dias en cultivo, sugiriendo la formacion de una monocapa confluente comparado con
el control de matrigel sin células (0,269 + 0,007 vs 0,223 + 0,004 kQ/cm?, respectivamente) (Figura
7).

El Papp para amarillo de lucifer (LY) se calculd en base a la transferencia vectorial de este
compuesto fluorescente a 37°C. Al dia 5 de desarrollo de la monocapa, la permeabilidad de LY
disminuyo al comparar células del sincitiotrofoblasto con el control de matrigel sin células (9,1 + 0,8
x 107 cm/s vs 2,8 £ 0,8 x 10 cm/s, respectivamente) (Figura 8). Adicionalmente, también disminuy6
gradualmente la permeabilizacion de LY desde el dia 1 al dia 5 en las células del sincitiotrofoblasto

(59+1,6 x 10°vs 2,8 +0,8 x 10°% cm/s, respectivamente) (Figura 8).
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Figura 6. Morfologia de células del sincitiotrofoblasto cultivados en filtros Transwell®
recubiertos con Matrigel.

Sincitiotrofoblastos primarios dia 1 (A), dia 3 (B), dia 5 (C) dia 7 (D) fueron aislados con
DNAsa/tripsina y gradiente de percoll, y sembradas en matrigel 25 pg/cm?. Las imagenes fueron
capturadas en magnificacion 40X. Los sincitiotrofoblastos fueron aislados desde placentas a término.

Barra 100 um.
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Figura 7. Establecimiento de monocapa de sincitiotrofoblastos primarios humanos

confluentes en insertos Transwell® recubiertos con Matrigel.

Desarrollo de resistencia eléctrica transepitelial (TEER) en trofoblastos cultivados en filtros Transwell
recubiertos con Matrigel. TEER se calculd multiplicando la resistencia diaria medida (kQ) por el area
de Transwell (cm?). Los controles TEER de sincitiotrofoblastos (circulos negros) y Matrigel (circulos
vacios) fueron 3 experimentos independientes con 12 repeticiones cada uno. Los valores son promedio

+ S.E.M. n= 3. *P<0,05 vs valores correspondientes al dia 1, #P<0,05 vs valores correspondientes al

control (matrigel).
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Figura 8. Permeabilidad de la monocapa de sincitiotrofoblastos humanos primarios

confluentes en insertos Transwell® recubiertos con Matrigel.

Transferencia de colorante fluorescente hidrofilico en células de sincitiotrofoblasto durante el
desarrollo de monocapa. El coeficiente de permeabilidad aparente (Papp, cm/s) de Amarillo de Lucifer
(LY) se estim6 en funcion de la cantidad de compuesto transportado por minuto. Los controles Papp
de sincitiotrofoblastos (circulos negros) y Matrigel (circulos vacios) fueron 3 experimentos
independientes con 12 repeticiones cada uno. Los valores son promedio + S.E.M. n= 3. *P<0,05 vs

valores correspondientes al dia 1, #P<0,05 vs valores correspondientes al control (matrigel).
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4.5. Pureza celular de los cultivos de trofoblastos

La pureza de CTB fue evaluada a las 24 horas post-cultivo por el analisis de expresion celular de
citoqueratina 7 (CK7: marcador de células epiteliales) y vimentina (marcador de células
mesenquimales) por citometria de flujo y a las 72 horas con CD31 (marcador de células endoteliales)
por inmunofluorescencia.

Como se muestra en la Figura 9, los CTB expresan altos niveles de CK7. El grado de positividad
de CK7 en CTB fue 98.9% (Figura 9), lo que sugiere una alta pureza y estabilidad de los cultivos
primarios de CTB. La baja abundancia de vimentina (0.76%) confirm¢ el caracter predominantemente
epitelial de las células aisladas, indicando también la casi ausente contaminacion con células
mesenquimales, el mayor tipo celular presente cuando existe contaminacion con otras células.

Del mismo modo, mediante inmunofluorescencia, se observd sefial positiva para CK7 y sefial
negativa de CD31 para la presencia de células endoteliales (Figura 10), indicando ausencia de

contaminacion de este tipo celular en los cultivos primarios de sincitiotrofoblastos.

4.6. Determinacion de las membranas apicales y basales del sincitiotrofoblasto

Para determinar la localizacion de los receptores y transportadores de colesterol en la placenta
humana, se evalu6 inicialmente mediante inmunofluorescencia, la localizacion de MMV y MB. Se
utilizo PLAP para MMV, FPN-1 para MB, CK7 para células del sincitiotrofoblasto, CD31 para células
endoteliales y para nucleo se utilizé Dapi (Figura 11). Se observo la distribucion de PLAP en la MMV
(indicado con flechas) en placentas C (n=3) y HC (n=3) (Figura 11A). FPN-1 se observo en la MB
(indicado con puntas de flechas) y en células estromales (Figura 11B). CD31 se observo en las células

endoteliales (indicado con asteriscos) (Figura 11C).
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4.7. Expresion de marcadores de sincitiotrofoblastos polarizados

Se evalud la polarizacion de las células del sincitiotrofoblasto mediante inmunofluorescencia
utilizando el marcador de células epiteliales CK7 y el marcador de MMV: PLAP (desde el dia 1 al 7),
determinandose la formacion de una monocapa a medida que avanzan los dias (Figura 12A y 12B).
Adicionalmente, se determind la localizacion polarizada (MMV y/o MB) de ambas proteinas
utilizando las proyecciones ortogonales a través del Z-stack. Estos resultados sugieren que CK7 (rojo)
se expresa en ambas membranas del sincitiotrofoblasto (Figura 13A). En cuanto a PLAP, las
proyecciones ortogonales a través del Z-stack, sugieren que PLAP (rojo) se expresa
predominantemente en la membrana apical, y de menor forma en la membrana basal de la monocapa
del STB (Figura 13B), sugiriendo que el cultivo estd polarizado. Las flechas verdes horizontales y
verticales en el plano ortogonal muestran el nivel del stack seleccionado. El nivel superior del stack
que se muestra con la linea verde en la esquina derecha exterior de la imagen corresponde a la
membrana apical y la que se encuentra en la esquina derecha interior de la imagen corresponde a la

membrana basal.
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Figura 9. Células positivas para marcadores especificos de células del trofoblasto.

Expresion de proteinas citoqueratina 7 (CK-7) y vimentina (vim), marcadores especificos para células
epiteliales y células mesenquimales, respectivamente. Patrones de expresion proteica representativos

de CK-7 y Vim en trofoblastos aislados después de 24 h (trofoblastos indiferenciados; CTB).
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Figura 10.  Control de contaminacion con células endoteliales.

(A) Marcador endotelial CD31 y (B) marcador epitelial CK7 en células del sincitiotrofoblasto C
(Control) y HC (Hipercolesterolemia) Se incubd con anti-CD31 (1:30) y anti-CK7 (1:30), el
anticuerpo secundario correspondiente y Dapi (0,1 pg/mL) (azul). Merge: superposicion Dapi y el
anticuerpo correspondiente. Imégenes representativas con objetivo 60X en microscopio confocal

Nikon. Barra: 10um. n=3 cultivos independientes por grupo
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Figura 11.  Localizacion de marcadores apicales y basales del sincitiotrofoblasto en tejido de
placenta C y HC.

(A) PLAP, (B) FPN-1 y (C) CD31 en placentas de embarazos C (Control) y HC (hipercolesterolemia).
Se utiliz6 el anticuerpo anti-PLAP (1:30) (verde), anti-FPN-1 (1:30) (verde), anti-CD31 (1:30) (rojo),
anti-CK7 (1:30) (rojo) y Dapi (0,1 pg/mL) (azul). Merge: superposicion de CK7, Dapi y el anticuerpo
correspondiente. Flecha: MMV (membrana de la microvellosidad apical), punta de flecha: MB
(membrana basal), asterisco: células endoteliales en los capilares fetales. Imagenes representativas con

objetivo 60X en microscopio confocal Nikon. Barra: 20um. n=3 por grupo.
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Figura 12. Expresion de marcadores de sincitiotrofoblastos en cultivos polarizados en
insertos Transwell® recubiertos con Matrigel.

Se determino la expresion de (A) CK7 y (B) PLAP mediante inmunofluorescencia indirecta en cultivos
primarios de células del sincitiotrofoblasto polarizados al dia 1, 3, 5y 7 después de sembrar las células
en los Transwell®. Se utiliz6 el anticuerpo anti-CK7 (1:30) (rojo), anti-PLAP (1:30) (rojo), y Dapi
(0,1 pg/mL) (azul). Merge: superposicion de Dapi y el anticuerpo correspondiente. Imagenes

representativas con objetivo 40X en microscopio confocal Ayriscan. Barra: 20um. n=3 por grupo.



Membrana apical Membrana basal

Figura 13. Localizacion de marcadores en cultivos polarizados de células del
sincitiotrofoblasto humano confluentes en insertos Transwell® recubiertos con Matrigel.

Se determino la localizacion apical o basal de CK7 y PLAP mediante inmunofluorescencia indirecta
en cultivos primarios de células del sincitiotrofoblasto polarizados al dia 7 después de sembrar las
células. Se utiliz6 el anticuerpo anti-CK7 (1:30) (rojo), anti-PLAP (1:30) (rojo), y Dapi (0,1 pg/mL)
(azul). Merge: superposicion de Dapi y el anticuerpo correspondiente. Imagenes representativas de Z

stack con objetivo 40X en microscopio confocal Ayriscan. Barra: 20um. n=3 por grupo.
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4.8. Localizacion y expresion de receptores de lipoproteinas en placentas C y HC

Para determinar la localizacidon de los receptores de lipoproteinas en placentas humanas C y
HC, se realiz6 inmunofluorescencia indirecta en muestras de placenta, fijadas con paraformaldehido
e incluidas en parafina.

Se observo localizacion de LDLR principalmente en MMV (indicado con flechas) y células
endoteliales (indicado con asteriscos) tanto en muestras C como en HC (Figura 14A). Las imagenes
sugieren que en placentas HC la sefial para LDLR en la superficie apical de las células del
sincitiotrofoblasto es mayor que en placentas C.

En cuanto a SR-BI, este se localiz6 en MMV (indicado con flechas), MB (indicado con puntas
de flechas) y células endoteliales (indicado con asteriscos) tanto en muestras C como HC (Figura 14B).
La abundancia proteica de los receptores de lipoproteinas LDLR (Figura 15A) y SR-BI (Figura 15B)

en homogenizados de placenta no mostraron diferencias significativas entre C y HC.
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Figura 14. Localizacion de receptores de lipoproteinas en tejido de placenta C y HC.

Se determind la localizacion de (A) LDLR y (B) SR-BI mediante inmunofluorescencia indirecta en
placentas de embarazos C (Cnntrol) y HC (Hipercolesterolemia). Se utilizé el anticuerpo anti-LDLR
(1:30) (verde), anti-SR-BI (1:30) (verde), anti-CK7 (1:30) (rojo) y Dapi (0,1 pg/mL) (azul). Merge:
superposicion de CK7, Hoechst y el anticuerpo correspondiente. Flecha: MMV (membrana de la
microvellosidad apical), punta de flecha: MB (membrana basal), asterisco: células endoteliales en los
capilares fetales. Imagenes representativas con objetivo 60X en microscopio confocal Nikon. Barra:

20um. n=3 por grupo.
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Figura 15.  Expresion de LDLR y SR-BI en homogenizado de placenta C y HC.
Expresion de (A) LDLR y (B) SR-BI en homogenizado de placenta de embarazos C (Control, Blanco)
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y HC (Hipercolesterolemia, Negro), mediante Western blot, se utilizé anti-LDLR (1:1000), anti-SR-
BI (1:1000), anti-B-actina (1:5000). Los valores son promedio £ S.E.M. n= 3-6 cultivos celulares

independientes por grupo. *P<0,05 vs valores correspondientes en C.
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4.9. Localizacion y expresion de ligandos de LDLR y SR-BI

Se evaluo la localizacion y abundancia proteica de los ligandos de LDLR y SR-BI (ApoB y
ApoA-I, respectivamente). Se observo la localizacion de ApoB en MMV (indicado con flechas)
(Figura 16A), en MB (indicado con punta de flechas) y localizacion en endotelio (indicadas con
asteriscos), tanto en muestras C como HC.

Se observo localizacion de ApoA-I en MMV (indicado con flechas) (Figura 16B), en MB
(indicado con punta de flecha) y en endotelio (indicado con asterisco), tanto en muestras C como en
HC.

Ademas, se evalud la abundancia proteica de los ligandos mediante Western blot en
homogenizados de placenta. La expresion de ApoB fue menor en homogenizado HC comparadas a C
(0,28 £0,1 y 1,02 = 0,01 unidades arbitrarias, respectivamente) (Figura 17A). La expresion de ApoA-
I esta disminuida significativamente en homogenizados HC comparado a C (0,73 0,1 y 1,01 0,01,

unidades arbitrarias, respectivamente) (Figura 17B).
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Figura 16.  Localizacion y expresion de ApoB y ApoA-I en tejido de placenta Cy HC.

(A) ApoB y (B) ApoA-I en placentas de embarazos C (Control) y HC (Hipercolesterolemia). Se utilizé
el anticuerpo anti-ApoB (1:30), anti-ApoA-1 (1:30), anti-CK7 (1:30) y Dapi (0,1 pg/mL). Merge:
superposicion de CK7, Dapi y el anticuerpo correspondiente. Imagenes representativas con objetivo

60X en microscopio confocal Nikon. Barra: 20um. n=3 placentas por grupo.
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Figura 17.  Expresion de ApoB y ApoA-I en tejido de placenta C y HC.

Expresion de (A) ApoB y (B) ApoA-I en tejido de placenta de embarazos C (Control, Blanco) y HC
(Hipercolesterolemia, Negro), mediante Western blot, se utilizé el anticuerpo anti-ApoB (1:1000),
anti-ApoA-I (1:1000), anti-B-actina (1:5000). Los valores son promedio = S.E.M. n= 3-6 placentas

por grupo. *P<0,05 vs valores correspondientes en C.
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4.10. Localizacion y expresion de receptores de lipoproteinas en células del

sincitiotrofoblasto C y HC

Para determinar si HC modifica la localizacion y distribucion de los receptores de lipoproteinas en
cultivos primarios de células del sincitiotrofoblasto, se determiné mediante inmunofluorescencia en
células de placentas C y HC la localizacion de LDLR y SR-BI. Dado que los receptores de
lipoproteinas pueden ser endocitados, pero se requieren que estén en la membrana celular para su
actividad, se evaludé la localizacion y expresion de estos en células del sincitiotrofoblasto
permeabilizadas (sefial total) y no permeabilizadas (sefial en la membrana).

En células permeabilizadas la intensidad de la sefial para LDLR no fue diferente en células HC
respecto a las células C (Figura 18A y 18B). En cuanto a la localizacién y expresion de SR-BI, la
intensidad de sefial fue menor en las células HC comparadas a C (Figura 18C y 18D).

Ademas, para determinar la expresion de los receptores en la membrana celular, se evalud la
expresion de LDLR y SR-BI en células no permeabilizadas C y HC. En estas células la intensidad de
sefial en LDLR en la superficie celular parece estar aumentada en células HC en comparacion a C
(Figura 19A y 19B), de manera similar a lo observado en tejido placentario de embarazos HC. En
cuanto a SR-BI, no se observaron diferencias en la intensidad de sefial en la membrana de las células
C y HC (Figura 19C y 19D). En células no permeabilizadas, la técnica permite observar tincion en
membrana, sin embargo, las células pueden estar parcialmente permeabilizadas, permitiendo visualizar
una pequefia marca también intracelular.

Adicionalmente, se evalud la abundancia proteica de los receptores de lipoproteinas mediante
Western blot en los mismos cultivos primarios de células del sincitiotrofoblasto. Confirmando lo
descrito por inmunofluorescencia, la expresion de LDLR (Figura 20A) no mostré diferencias

significativas entre C y HC, mientras que la expresion de SR-BI (Figura 20B) fue menor en células del
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sincitiotrofoblasto HC comparadas a C (0,555 = 0,1 y 1,01 £+ 0,01, unidades arbitrarias,

respectivamente).
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Figura 18.  Localizacion de receptores de lipoproteinas en células del sincitiotrofoblasto C y
HC.

(A) LDLR y (B) cuantificacion de fluorescencia total de LDLR en células del sincitiotrofoblasto C
(Control) y HC (Hipercolesterolemia) permeabilizadas, (C) SR-BI y (D) cuantificacion de
fluorescencia total de SR-BI. Se utilizo el anticuerpo anti-LDLR (1:30) y anti-SR-BI (1:30) (verde), el
anticuerpo secundario correspondiente y Dapi (0,1 pg/mL) (azul). Merge: superposicion Dapi y el
anticuerpo correspondiente. Imégenes representativas con objetivo 60X en microscopio confocal
Nikon. Barra: 10um. n=3 cultivos independientes por grupo, se cuantificaron las imagenes en ImageJ,
corregidas por el fondo. Se utilizo la formula para calcular la fluorescencia celular total corregida
(CTCF) en 10-20 campos para cada cultivo celular corregida por el area. *P<0,05 vs valores

correspondientes en C.
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Figura 19. Localizacion de receptores de lipoproteinas en células del sincitiotrofoblasto C y
HC no permeabilizadas.

(A) LDLR y (B) cuantificacion de fluorescencia total de LDLR en células del sincitiotrofoblasto C
(Control) y HC (Hipercolesterolemia) no permeabilizadas, (C) SR-BI y (D) cuantificacion de
fluorescencia total de SR-BI. Se utiliz6 el anticuerpo anti-LDLR (1:30) y anti-SR-BI (1:30) (verde),
el anticuerpo secundario correspondiente y Dapi (0,1 pg/mL) (azul). Merge: superposicion Dapi y el
anticuerpo correspondiente. Imagenes representativas con objetivo 60X en microscopio confocal
Nikon. Barra: 10um. n=3 cultivos independientes por grupo, se utilizd la formula para calcular la
fluorescencia celular total corregida (CTCF) en 10-20 campos para cada cultivo celular corregida por

el area. *P<0,05 vs valores correspondientes en C.
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Figura 20.  Expresion de LDLR y SR-BI en células del sincitiotrofoblasto C y HC.

Expresion de (A) LDLR y (B) SR-BI en células del sincitiotrofoblasto de embarazos C (Control,
Blanco) y HC (Hipercolesterolemia, Negro), mediante Western blot, se utilizé anti-LDLR (1:1000),
anti-SR-BI (1:1000), anti-B-actina (1:5000). Los valores son promedio = S.E.M. n= 8 cultivos

celulares independientes por grupo. *P<0,05 vs valores correspondientes en C.
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4.11. Expresion y localizacion de receptores de lipoproteinas en sincitiotrofoblastos
polarizados

Lugo de evaluar la localizacion de receptores de lipoproteinas en placenta y sincitiotrofoblasto no
polarizado, evaluamos la localizacion de estos en el modelo de células polarizadas del
sincitiotrofoblasto con el objetivo final de utilizar este moelo para detemrinar la direccionalidad del
trafico de colesterol (hacia compartimento materno o fetal). En primer lugar, determinamos la
expresion de LDLR (Figura 21A) y SR-BI (Figura 21B) entre los dias 1 y 7 de cultivo, durante este
tiempo en que ocurre la polarizacion, ambas proteinas se expresaron. Ademas, se observaron las
proyecciones ortogonales a través del Z-stack, para determinar la localizacion de los receptores y estos
sugieren que LDLR (rojo) se expresa predominantemente en MMV, y de menor forma en la MB de la
monocapa del sincitiotrofoblasto polarizado (Figura 22A). En cuanto a SR-BI, se observ6 una mayor

sefal en la membrana apical, la cual es de menor intensidad en la membrana basal (Figura 22B).
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Figura 21.  Expresion de receptores de lipoproteinas en cultivos polarizados de células del
sincitiotrofoblasto humano confluentes en insertos Transwell® recubiertos con Matrigel.

Se determind la expresion de (A) LDLR y (B) SR-BI mediante inmunofluorescencia indirecta en
cultivos primarios de células del sincitiotrofoblasto polarizados al dia 1, 3, 5 y 7 después de sembrar
las células. Se utiliz6 el anticuerpo anti-LDLR (1:30) (rojo), anti-SR-BI (1:30) (rojo), y Dapi (0,1
pg/mL) (azul). Merge: superposicion de Dapi y el anticuerpo correspondiente. Imagenes

representativas con objetivo 40X en microscopio confocal Ayriscan. Barra: 20um. n=3 por grupo.
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Figura 22.  Localizacion de receptores de lipoproteinas en cultivos polarizados de células del
sincitiotrofoblasto humano confluentes en insertos Transwell® recubiertos con Matrigel.

Se determino la localizacion apical o basal de (A) LDLR y (B) SR-BI mediante inmunofluorescencia
indirecta en cultivos primarios de células del sincitiotrofoblasto polarizados al dia 7 después de
sembrar las células. Se utiliz6 el anticuerpo anti-LDLR (1:30) (rojo), anti-SR-BI (1:30) (rojo), y Dapi
(0,1 pg/mL) (azul). Merge: superposicion de Dapi y el anticuerpo correspondiente. Imagenes

representativas de Z stack con objetivo 40X en microscopio confocal Ayriscan. Barra: 20um. n=3 por

grupo.
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4.12. Inhibicion de la captacion de LDL-Dil y HDL-Dil en sincitiotrofoblasto

Para evaluar si la captacion de LDL-Dil ocurre de forma especifica mediante LDLR, se
bloqued la endocitosis del receptor de LDL por deplecion de potasio (K*) en células del
sincitiotrofoblasto incubadas con lipoproteinas marcadas (LDL-Dil).

Se observo una menor captacion en las células depletadas de K* en comparacion al control, es
decir, aquellas en las que no se utilizaron inhibidores (412,8 £ 66,5 vs 1671 £ 512,7 ng/mg de
proteinas, respectivamente) (Figura 23A).

Para evaluar si la captacion de HDL-Dil ocurre de forma especifica mediante SR-BI, se utilizo
BLT-1 (inhibidor del transporte de lipidos-1) como inhibidor de SR-BI. Se observé una disminucion
en la captacion de HDL-Dil en las células pre-incubadas con BLT-1 respecto al control (1072 £ 69,6

vs 1909 + 274,7 ng/mg de proteinas, respectivamente) (Figura 23B).

4.13. Captacion de LDL-Dil y HDL-Dil en sincitiotrofoblastos C y HC

Luego de determinar que la captacion es dependiente del receptor, se incubaron por 2 horas las
LDL-Dil a una concentracion de 0-200 pg/mL a 37°C. Se observo una disminucion significativa en la
captacion de LDL-Dil (Figura 24A) en células HC comparada a C. Se determind que la capacidad
maxima de captacion (Tabla 5) Vmax/Km esta disminuida significativamente en HC respecto a C (7,2
+ 0,3y 110,24+ 41,7, ng/mg proteina /h/(ng/mL), respectivamente).

Se evalu6 la actividad de SR-BI en sincitiotrofoblastos de placentas C y HC. Se marcaron
lipoproteinas HDL con Dil, se incubaron por 4 horas a una concentracion de 0-50 pg/mL a 37°C. Se
observo una disminucion en la captacion de HDL-Dil (Figura 24B) en células HC comparada a C. La
capacidad maxima de captacion (Tabla 5), Vimax/Km , estd disminuida significativamente en células HC

respecto a C (93,8 + 34,6 y 339,3 £+ 185, ng/mg proteina /h/(ng/mL), respectivamente).

83



@ 0

e S

£ 2500 & 2500~

S S

Q. Q.

g 20004 2 2000

()] (@)

£ 15001 £ 15001

g = *
O 1000+ Q 1000 —=
B . a

- 5004 T 500
s

3 04 8 o

Q. Q.

8 K+ i . g BLT - -

Figura 23.  Inhibicion en la captacion de LDL-Dil y HDL-Dil en células del sincitiotrofoblasto.
Se analiz6 la inhibicion en la captacion de LDL y HDL marcado con el fluoréforo Dil en células
BeWo, utilizando deplecion de potasio (buffer hipotonico libre de potasio), incubacién a 4°C o
inhibicién por BLT-1 y luego 2h de incubacion con LDL-Dil (0-200 pg/mL) o 4 horas de incubacion
con HDL-Dil (0-50 pg/mL). Los valores son promedio £ S.E.M. n= 3 cultivos celulares

independientes por grupo. *P<0,05 vs valores correspondientes al control.
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Figura 24.  Captacion de LDL-Dil y HDL-Dil en células del sincitiotrofoblasto C y HC.

Se analiz6 la captacion de HDL marcado con el fluoréforo Dil en células del sincitiotrofoblasto de
embarazos C (Control, Blanco) y HC (Hipercolesterolemia, Negro), luego de 4 horas de incubacion
con HDL-Dil (0-50 pg/mL). Los valores son promedio £ S.E.M. n= 9 cultivos celulares

independientes por grupo. *P<0,05 vs valores correspondientes en C.

85



Tabla 5. Parametros cinéticos de captacion de LDL-Dil y HDL-Dil en células del
sincitiotrofoblasto C y HC

Vmax (ng/mg Km (ng/mL) Vmax/Km (ng/mg

proteina  por proteina
hora) /hr/(ng/mL))
Captacion C 1399 + 336 12,7+ 7,4 110,2 £41,7
LDL-Dil
HC 1324 + 51 183,7+9,8 * 72+0,3*
Captacion C 692 + 144 2,04+ 1,8 339,3 £ 185
HDL-Dil
HC 593 +£71,7* 6,32 +3,9 * 93,8 £34,6 *

Captacion de HDL-Dil en células del sincitiotrofoblasto aislados de placentas C (Control) y
HC (hipercolesterolemia). Vmax, velocidad méxima; Km, pardmetro de Michaelis-Menten
aparente; Vmax/Km, capacidad maxima de captacion. Los valores son promedio S.E.M, n=9

cultivos celulares independientes por grupo. *P<0.05 versus valores correspondientes a C.
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4.14. Localizacion y expresion de transportadores de colesterol en placentas Cy HC

En el eflujo de colesterol se ha descrito que podrian participar los transportadores ABCAL,
ABCGI1 y también SR-BI. Los resultados de localizacion y abundancia proteica de SR-BI en tejido
placentario y cultivos primarios de células del sincitiotrofoblasto, ya fueron descritos en los objetivos
anteriores.

Para determinar la localizacion de los transportadores de colesterol ABCA1 y ABCGI1 en
placentas humanas C y HC, se realiz6 inmunofluorescencia indirecta en muestras de placenta, fijadas
con paraformaldehido e incluidas en parafina. Se observd la localizacion de ABCA1 en MMV
(indicado con flechas) (Figura 25A), en MB (indicado con punta de flecha) y en endotelio (indicado
con asterisco), tanto en muestras C como en HC. Es posible sugerir que en placentas HC hay una
mayor expresion de ABCAT1 en las células endoteliales.

Se observo la localizacion de ABCG1 principalmente en MB (indicado con puntas de flechas)
(Figura 25B), tanto en muestras C como HC.

Para determinar la expresion de los transportadores de colesterol en placentas humanas C y
HC, se realiz6 Western en homogenizados de placenta. En concordancia con las imagenes de tejido
placentario, la expresion de los transportadores de colesterol ABCA1 (Figura 26A) esta aumentada en
homogenizada de placentas HC comparadas a C (1,43 + 0,9 y 1,01 £+ 0,01, unidades arbitrarias,
respectivamente). Por otra parte, la abundancia proteica de ABCG1 (Figura 26B) est4d disminuida en
homogenizados de placenta HC comparadas a C (0,76 + 0,04 y 1,03 = 0,01, unidades arbitrarias,

respectivamente).
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Figura 25. Localizacion de transportadores de colesterol en tejido de placenta C y HC.

(A) ABCA1 y (B) ABCGI en placentas de embarazos C (Control) y HC (Hipercolesterolemia). Se
utilizo el anticuerpo anti-ABCA1 (1:30), anti-ABCG1 (1:30), anti-CK7 (1:30) y Hoechst 33258 (0,1
pg/mL). Merge: superposicion de CK7, Dapi y el anticuerpo correspondiente. Imagenes

representativas con objetivo 60X en microscopio confocal Nikon. Barra: 20pm. n=3 por grupo.
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Figura 26. Expresion de ABCA1 y ABCG1 en homogenizados de placentas C y HC.

Expresion de (A) ABCA1 y (B) ABCGI1 en homogenizado de placenta de embarazos C (Control,
Blanco) y HC (Hipercolesterolemia, Negro), mediante Western blot, se utilizé anti-ABCA1 (1:1000),
anti-ABCG]1 (1:1000), anti-B-actina (1:5000). Los valores son promedio = S.EM. n= 3-6, placentas

por grupo. *P< 0,05 vs valores correspondientes en C.
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4.15. Localizacion y expresion de transportadores de colesterol en sincitiotrofoblastos C
y HC

Al igual que los receptores de lipoproteinas, los transportadores de colesterol también pueden
ser endocitados, y se requiere que estén en la membrana celular para su actividad. Se evalu6 la
localizacion y abundancia proteica de ABCA1l y ABCGI en cultivos primarios de células del
sincitiotrofoblasto permeabilizados (sefial total) y no permeabilizados (sefal en la membrana) tanto
de embarazos C como HC.

En células permeabilizadas se observdé ABCA1 en células C y HC y no se determinaron
diferencias en la intensidad de sefial entre ambos grupos de estudio (Figura 27A y 27B). En cuanto a
la abundancia proteica de ABCGl, la intensidad de la sefial fue menor en células HC comparado con
C (Figura 27C y 28D).

En experimentos realizados con células sin permeabilizar, se determin6 que ABCAI se
encuentra en la membrana celular, tanto en células C como HC, y no se observaron diferencias en la
intensidad de la sefial en ambos grupos de estudio (Figura 28A y 28B). En referencia a ABCGI, la
intensidad de la sefial fue mayor en células HC comparada a C (Figura 28C), al cuantificar la
fluorescencia total, se determind una mayor fluorescencia para ABCGI en células del
sincitiotrofoblasto HC comparada a C (Figura 28D).

Ademas, se evalu6 la abundancia proteica de los transportadores de colesterol mediante
Western blot en las mismas células, confirmando las observaciones realizadas en los experimentos de
inmunofluorescencia. La abundancia proteica de ABCA1 no mostr6 diferencias significativas entre C
y HC (Figura 29A) y la abundancia proteica de ABCGI fue menor en células del sincitiotrofoblasto

HC comparadas con C (0,32 + 0,1 y 1,01 £ 0,01 unidades arbitrarias, respectivamente) (Figura 29B).
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Figura 27.  Localizacion de transportadores de colesterol en células del sincitiotrofoblasto Cy
HC.

CTCF
(Fluorescencia Total)

(A) ABCAL1 y (B) cuantificacion de fluorescencia total de ABCA1 en células del sincitiotrofoblasto C
(Control) y HC (Hipercolesterolemia) permeabilizadas, (C) ABCGI y (D) cuantificacion de
fluorescencia total de ABCGI. Se utilizo el anticuerpo anti-ABCA1 (1:30) y anti-ABCG1 (1:30)
(verde), el anticuerpo secundario correspondiente y Dapi (0,1 pug/mL) (azul). Merge: superposicion
Dapi y el anticuerpo correspondiente. Imagenes representativas con objetivo 60X en microscopio
confocal Nikon. Barra: 10um. n=3 cultivos independientes por grupo, se cuantificaron las imagenes
en ImagelJ, corregidas por el fondo. Se utilizé la férmula para calcular la fluorescencia celular total
corregida (CTCF) en 10-20 campos para cada cultivo celular corregido por el area. *P< 0,05 vs valores

correspondientes en C.
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Figura 28.  Localizacion de transportadores de coleerol en células del sincitiotrofoblasto C y
HC no permeabilizadas.

(A) ABCAL1 y (B) cuantificacion de fluorescencia total de ABCA1 en células del sincitiotrofoblasto C
(Control) y HC (Hipercolesterolemia) no permeabilizadas, (C) ABCG1 y (D) cuantificacion de
fluorescencia total de ABCGI1 Se utilizé el anticuerpo anti-ABCA1 (1:30) y anti-ABCG1 (1:30)
(verde), el anticuerpo secundario correspondiente y Dapi (0,1 pg/mL) (azul). Merge: superposicion
Dapi y el anticuerpo correspondiente. Imagenes representativas con objetivo 60X en microscopio
confocal Nikon. Barra: 10um. n=3 cultivos independientes por grupo, se cuantificaron las imagenes
en Imagel, corregidas por el fondo. Se utilizé la férmula para calcular la fluorescencia celular total
corregida (CTCF) en 10-20 campos para cada cultivo celular corregido por el area. *P< 0,05 vs valores

correspondientes en C.
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Figura 29. Expresion de ABCA1 y ABCGI1 en células del sincitiotrofoblasto C y HC.

Expresion de (A) ABCA1 y (B) ABCGI en células del sincitiotrofoblasto de embarazos C (Control,
Blanco) y HC (Hipercolesterolemia, Negro), mediante Western blot, se utiliz6 anti-ABCAT1 (1:1000),
anti-ABCG1 (1:1000), anti-B-actina (1:5000). Los valores son promedio £ S.E.M. n= § cultivos

celulares independientes por grupo. *P<0,05 vs valores correspondientes en C.
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4.16. Expresion y localizacion de transportadores de colesterol en sincitiotrofoblastos
polarizados

En primer lugar, se determin6 que tanto ABCA1 (Figura 30A) como ABCGI (Figura 30B) se

expresan entre los dias 1 y 7 de cultivo, tiempo en que ocurre la polarizacion. Las proyecciones

ortogonales a través del Z-stack, sugieren que ABCA1 (rojo) se expresa predominantemente en la

membrana apical del sincitiotrofoblasto (Figura 31A). En cuanto a ABCGI, se observo una mayor

sefal en la membrana basal (Figura 31B).
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Figura 30. Expresion de transportadores de colesterol en cultivos polarizados de células del
sincitiotrofoblasto humano confluentes en insertos Transwell® recubiertos con Matrigel.

Se determino la expresion de (A) ABCA1 y (B) ABCG1 mediante inmunofluorescencia indirecta en
cultivos primarios de células del sincitiotrofoblasto polarizados al dia 1, 3, 5 y 7 después de sembrar
las células. Se utilizo el anticuerpo anti-ABCA1 (1:30) (rojo), anti-ABCG1 (1:30) (rojo), y Dapi (0,1
pg/mL) (azul). Merge: superposicion de Dapi y el anticuerpo correspondiente. Imagenes

representativas con objetivo 40X en microscopio confocal Ayriscan. Barra: 20um. n=3 por grupo.
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Figura 31.  Localizacion de transportadores de colesterol en cultivos polarizados de células del

sincitiotrofoblasto humano confluentes en insertos Transwell® recubiertos con Matrigel.

Se determind la localizacion apical y basal de (A) ABCAl y (B) ABCGI mediante
inmunofluorescencia indirecta en cultivos primarios de células del sincitiotrofoblasto polarizados al
dia 7 después de sembrar las células. Se utiliz6 el anticuerpo anti-ABCA1 (1:30) (rojo), anti-ABCG1
(1:30) (rojo), y Dapi (0,1 pg/mL) (azul). Merge: superposicion de Dapi y el anticuerpo
correspondiente. Imagenes representativas con objetivo 40X en microscopio confocal Ayriscan. Barra:

20um. n=3 por grupo.

96



4.17. Curva de tiempo, concentracion y parametros cinéticos del eflujo de colesterol en
sincitiotrofoblastos

Para poder calcular el tiempo 6ptimo de incubacion con el aceptor de colesterol HDL, se realizé

una curva dosis respuesta a diferentes tiempos (0-24 horas) y diferentes concentraciones de HDL (0-
50 pg/ml) en células del sincitiotrofoblasto. Como se observa en la Figura 32A y Figura 32B y en la
tabla 6 de célculo de velocidad inicial, el tiempo en el cual todas las concentraciones evaluadas se
encuentran en linealidad y a velocidad inicial (vi) fue entre 3 y 6 horas, los pardmetros cinéticos
mostrados en la tabla 6 indican que no hay diferencias significativas a esos dos tiempos evaluados. De

esta forma, todos los experimentos posteriores se realizaron a 6 horas.

4.18. Eflujo de colesterol hacia ApoA-I'y HDL en sincitiotrofoblastos C y HC

Para evaluar la actividad de los transportadores de colesterol, se determin6 el eflujo de
colesterol hacia ApoA-I y HDL. Cultivos primarios de células del sincitiotrofoblasto se pre-incubaron
por 18 h con medio de cultivo DMEM/F12 suplementado con colesterol marcado radiactivamente,
luego se incub6 con ApoA-I (0 - 10 pg/mL) o HDL (0 - 50 pg/mL) por 6 h a 37°C. Posteriormente,
los medios de cultivos se recuperaron y las células fueron lisadas. Se determin¢ la radiactividad tanto
en el medio de cultivo como en los lisados celulares y se estimo el eflujo como la fraccion de sefial
radiactiva (*H) en el medio, comparado con la sefial total en el medio y las células.

Al evaluar el eflujo hacia ApoA-I en células del sincitiotrofoblasto, observamos que existe un
aumento en el eflujo de colesterol hacia este aceptor en células de mujeres embarazadas HC respecto
aC(8£1,7vs 3,6 £0,4 %, respectivamente) (Figura 33A).

Al evaluar el eflujo hacia HDL en células del sincitiotrofoblasto, observamos que existe una

disminucioén en el eflujo de colesterol hacia HDL en células de embarazos HC respecto a C (Figura
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33B). Se observé que la capacidad maxima de eflujo (Vmax/Km) fue menor en HC respecto a C (0,5 +
0,3y2,8+0,8, % eflujo /h/(ng/mL), respectivamente) (Tabla 7).

Considerando que la contribucion de SR-BI en el eflujo de colesterol en células del
sincitiotrofoblasto es desconocido, quisimos conocer la participacion de este receptor en el eflujo de
este lipido hacia HDL (50 pg/mL) en células del sincitiotrofoblasto utilizando el inhibidor
farmacologico de SR-BI, BLT-1 (0-50 pg/mL). Pudimos observar que al inhibir SR-BI no disminuyo

el eflujo de colesterol hacia HDL en células C o HC (Figura 34A y B).

98



>
w

40+ -@ HDL 10 ug/ml

) S 201 o HDL 20 ugimi
8 307 3 15| -© HDL30ugmi
2 2 ©  HDL 40 pg/ml
% 201 S 10{ -@ HDL50 ug/ml
° 3
:.—? 101 _% 5
L [=

0- w 0

0 3 6 9 12 15 18 21 24 0 3 6
Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 32. Curva de tiempo y concentracion para eflujo de colesterol en células del
sincitiotrofoblasto humanos.

Eflujo de colesterol hacia HDL en células del sincitiotrofoblasto, (A) diferentes tiempos (0-24 horas)
de incubacion con HDL (0-50 pg/mL). (B) Eflujo de colesterol en tiempo lineal a velocidad inicial

(vi) a distintas concentraciones de HDL. Los valores son promedio S.E.M, n= 3.
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Tabla 6. Parametros cinéticos para la determinacion de velocidad inicial de eflujo

3 horas 6 horas
Vmax (pmol/pg/ proteina/hora) 13,22 £2,05 10,51 £2,37
Km (umol/L) 0,09 £ 0,05 0,09 +£ 0,07
Kb (pmol/pg proteina/hora/(umol/L)) 0,96 £ 0,14 0,78 £0,18
vi (pmol/pg proteina/hora) 1,08 £0,16 0,70 £ 0,16
Vmax/Km 148,2 £22,23 118,06 £
(pmol/pg/proteina/hora/(pg/ml)) 26,56

Eflujo de colesterol en células del Vmax, velocidad maxima; Km, constante de Michaelis-Menten

aparente; Vmax/Km, capacidad maxima de captacion. Los valores son promedio S.E.M, n=3.
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Figura 33.  Eflujo de colesterol hacia ApoA-I y HDL en células del sincitiotrofoblasto C y HC.
Eflujo de colesterol hacia ApoA-I (A) y hacia HDL (B) en células del sincitiotrofoblasto de embarazos
C (Control, Blanco) y HC (Hipercolesterolemia, Negro), a 6 horas de incubacion con ApoA-I (0-10
pg/mL) o HDL (0-50 pg/mL). Los valores son promedio = S.E.M. n= 4-8 cultivos celulares

independientes por grupo. *P<0,05 vs valores correspondientes en C.
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Tabla 7. Parametros cinéticos de eflujo de colesterol en células del sincitiotrofoblasto C y HC

Vmax (% de eflujo Km (ug/mL) Vmax/Km (% de
por hora) eflujo/h/(ng/mL))

C 37,8+3,6 13,4+44 2,8+0,8

HC 41,4+£222 83,9 £ 66,2 * 0,5+0,3 *

Eflujo de colesterol en células del sincitiotrofoblasto de embarazos C (Control) y HC
(Hipercolesterolemia). Vmax, velocidad maéxima; Km, constante de Michaelis-Menten aparente;
Vmax/Km, capacidad maxima de captacion. Los valores son promedio S.E.M, n=4 cultivos

independientes por grupo. *P<0.05 versus valores correspondientes a C.
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Figura 34.  Inhibicion del eflujo de colesterol via SR-BI en células del sincitiotrofoblasto C y
HC.

Eflujo de colesterol en células del sincitiotrofoblasto de embarazos C (Control) y HC
(Hipercolesterolemia) mediante la inhibicion de SR-BI con BLT-1, a 6 horas de incubacion con HDL
(50 pg/mL) y BLT-1 (0-50 pg/mL). Los valores son promedio + S.E.M. n= 8§ cultivos celulares
independientes por grupo. *P<0,05 vs valores con BLT-1 0 pg/mL.
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4.19. Direccionalidad del eflujo de colesterol en sincitiotrofoblastos polarizados

Para determinar la direccionalidad del eflujo de colesterol, se evalu6 en el modelo polarizado, la
salida de este lipido hacia diferentes aceptores agregados el compartimento apical y/o basal (Figura
35). Se evalu6 el eflujo hacia HDL adulto (Figura 35A), HDL fetal (Figura 35B), suero adulto (Figura
35C) y suero fetal (Figura 35D). Se observo eflujo de colesterol hacia los diferentes aceptores cuando
estos estaban en el compartimento apical. Por el contrario, cuando los aceptores estaban en el
compartimento basal, no se determind eflujo de colesterol. Finalmente, cuando los aceptores estaban
presentes en ambos compartimentos, se determin6 eflujo hacia el compartimento apical en una
magnitud similar a cuando el aceptor estaba solo en el compartimento apical.

En experimentos adicionales, se tifieron con filipina células polarizadas para determinar cuanto
colesterol permanecia en ellas luego del experimento de eflujo (Figura 36). En el panel izquierdo, se
observa el control (Transwell® con matrigel, sin células, Figura 36A), células sin cargar con colesterol
y sin aceptor (Figura 36B) y cé€lulas cargadas con colesterol y sin aceptor (Figura 36C). En el panel
derecho se puede observar que al adicionar HDL (adulto o fetal) en el compartimento apical (Figura
36D), la fluorescencia es similar al control sin colesterol y sin aceptor (Figura 36B), sugiriendo que el
colesterol salid hacia el aceptor como se observa en las figuras 35A y 35B. Por otra parte, al adicionar
los aceptores en el compartimento basal (Figura 36E), se puede observar una mayor fluorescencia,
similar a la determinada en las células cargadas con colesterol y sin aceptor (Figura 36C), sugiriendo
que el colesterol no sale hacia el aceptor presente en el compartimento basal aunque los transportadores
de este lipido estén presentes. Por ultimo, al adicionar los aceptores en ambos compartimentos (Figura
36F), se observa también una reduccion en la fluorescencia similar a la observada en las figuras 36B
y 36D, sugiriendo al igual que lo determinado en las figuras 35A y 35B, que el colesterol sale hacia

los aceptores.
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Figura 35. Eflujo en sincitiotrofoblastos polarizados utilizando diferentes aceptores en
insertos Transwell® recubiertos con Matrigel

Eflujo de colesterol en células del sincitiotrofoblasto polarizadas utilizando (A) HDL adulto y (B)
HDL fetal (50 pg/mL), (C) Suero Adulto y (D) Suero fetal (5%), a 6 horas. Apical y basal en las barras
blancas y negras indica el area en la cual las células fueron expuestas al aceptor de colesterol. Los

valores son promedio + S.E.M. n= 3-7. *P<0,05 vs valores correspondientes al control apical.
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Figura 36. Acumulacion de colesterol en cultivos polarizados de células del sincitiotrofoblasto
humano confluentes en insertos Transwell® recubiertos con Matrigel.

Se determiné la acumulacion de colesterol en (A) Matrigel y (B) células sin colesterol y sin aceptores
(*H), (C) células con colesterol (*H) y sin aceptores, (D) células con HDL (adulto y fetal) en el
compartimento apical, (E) basal o (F) ambos con tincién filipina al dia 7 después de sembrar las
células. La tincion de Filipina (25 pg/mL, 30 minutos) en células fijadas con PFA 4%. Imégenes

representativas con objetivo 40X. n= 3. Barra 20 um.
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4.20. Contenido de colesterol total, éster y libre en placentas y sincitiotrofoblastos C y

HC

Como ultimo objetivo general, después de estudiar el proceso de captacion y el proceso de
eflujo, evaluamos el contenido de este lipido en homogenizado de placenta y en células del
sincitiotrofoblasto de las condiciones C y HC.

Se realizd una extraccion de lipidos con solucidon de Folch lisados proteicos de placentas C y
HC. EI colesterol total, éster y no éster (o libre) se determiné con el kit Amplex™ Red. El colesterol
total y éster no mostraron diferencias significativas entre placentas C y HC (Figura 37A y B), sin
embargo, el colesterol libre fue mayor en placentas HC comparadas a C (10,1 = 0,06 vs 5,1 = 0,4 ng
colesterol/pg de proteina, respectivamente) (Figura 37C).

De igual forma se evalud en células del sincitiotrofoblasto el contenido de colesterol. El
colesterol total no mostro diferencias significativas entre células del sincitiotrofoblasto C y HC (Figura
38A), el colesterol éster fue menor en células del sincitiotrofoblasto HC comparadas a C (3,67 + 0,9 y
6,09 £ 0,9, nug colesterol/ug de proteina, respectivamente) (Figura 38B). El colesterol no éster,
evaluado tanto por reaccion enzimatica como por tincion de filipina, fue mayor en células del
sincitiotrofoblasto HC comparadas a C (5,75 £ 0,3 y 4,30 £ 0,4, pug colesterol/ug de proteina,
respectivamente) (Figura 38C) y (273000 £ 21000 y 192000 £+ 30000, fluorescencia total celular,

respectivamente) (Figura 38D).
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Figura 37.  Contenido de colesterol en placentas C y HC.

(A) El colesterol total fue determinado en la fraccion hidrofébica obtenida luego de una extraccion de
Folch, en 70 pug de proteinas de lisados de placentas C o HC. El colesterol total se determind por una
reaccion enzimatica con colesterol esterasa (0,4 U/mL), colesterol oxidasa (0,13 U/ mL) y peroxidasa
(1,3 U/mL). (B) El colesterol éster se determind por una reaccion enzimatica con colesterol oxidasa
(0,13 U/mL) y peroxidasa (1,3 U/mL). (C) El colesterol no éster se determiné por la resta entre ambas
reacciones. Los valores son promedio = S.E.M. n= 6 placentas por grupo. *P<0,05 vs valores

correspondientes en C.
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Figura 38.  Contenido de colesterol en células del sincitiotrofoblasto C y HC.

(A) El colesterol total fue determinado en la fraccion hidrofébica obtenida luego de una extraccion de
Folch, en 70 pg de proteinas de lisados de sincitiotrofoblastos C o HC. El colesterol total se determino
por una reaccion enzimatica con colesterol esterasa (0,4 U/mL), colesterol oxidasa (0,13 U/ mL) y
peroxidasa (1,3 U/mL). (B) El colesterol éster se determind por una reaccion enzimatica con colesterol
oxidasa (0,13 U/mL) y peroxidasa (1,3 U/mL). (C) El colesterol no éster se determind por la resta
entre ambas reacciones y mediante (D) tincion de Filipina (25 pg/mL, 30 minutos) en células fijadas
con PFA 4%. Iméagenes representativas con objetivo 40X. Se realiz6 la cuantificacion de fluorescencia
total en 10-20 campos para cada cultivo celular. Los valores son promedio = S.E.M. n= 6 cultivos

celulares independientes por grupo. *P<0,05 vs valores correspondientes en C. Barra: 30pm.
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4.21. Expresion de enzimas responsables de la sintesis y esterificacion del colesterol en

sincitiotrofoblastos C y HC

Con el objetivo de determinar si HC modifica la expresion de la enzima clave en la via de sintesis
endogena de colesterol (HMG-CoA reductasa: HMCGR), lo que podria contribuir con los niveles
elevados de colesterol no éster descrita en el punto anterior, se estudio la expresion de esta enzima
mediante PCR tiempo real y Western blot. Se observo que en células del sincitiotrofoblasto de la
condicion HC, la expresion génica (0,016 + 0,004 vs 0,05 + 0,01) y la abundancia proteica (0,14 +
0,06 y 1,04 + 0,01, unidades arbitrarias, respectivamente) de HMGCR esta disminuida al comparar
con células de la condicion C (Figura 39A y B).

Por otra parte, se evaluo si el aumento del colesterol libre se asocia a cambios en la expresion de
una enzima encargada de esterificar el colesterol, la esterol acil transferasa (ACAT), observandose una
disminucion en la expresion génica de ACAT-1 en células del sincitiotrofoblasto HC comparada a C
(0,006 = 0,001 vs 0,03 £ 0,006, respectivamente) (Figura 40).

Considerando que niveles elevados de colesterol no esterificado o libre se asocian en distintos modelos
celulares a muerte celular, evaluamos la viabilidad de las células cultivadas de placentas C y HC. El
ensayo de viabilidad celular de MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromide)

mostrd una reducida viabilidad celular en el grupo HC comparada a C (Figura 41).
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Expresion de HMGCR en células del sincitiotrofoblasto de embarazos C (Control, Blanco) y HC

(Hipercolesterolemia, Negro), mediante (A) PCR tiempo real y (B) Western blot, se utiliz6 GADPH

y el anticuerpo anti-HMGCR (1:500), anti-B-actina (1:5000) como controles. Los valores son

promedio = S.E.M. n= 4 cultivos celulares independientes por grupo. *P<0,05 vs valores

correspondientes en C.

111



ACAT1
0.05

0.04;

0.031
0.021

0.011
000] I

C HC

Niveles de mMRNA -2AACt

Figura 40. Expresion de ACAT1 en células del sincitiotrofoblasto C y HC.

Expresion de ACATI1 en células del sincitiotrofoblasto de embarazos C (Control, Blanco) y HC
(Hipercolesterolemia, Negro), mediante PCR tiempo real, se utiliz6 como control GADPH. Los
valores son promedio + S.E.M. n= 4 cultivos celulares independientes por grupo. *P<0,05 vs valores

correspondientes en C.
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Figura 41. Ensayo de viabilidad celular en sincitiotrofoblastos C y HC.

Viabilidad celular en células del sincitiotrofoblasto de embarazos C (Control, Blanco) y HC
(Hipercolesterolemia, Negro), mediante ensayo de MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide) (5mg/mL). Los valores son promedio £ S.E.M. n= 3 cultivos celulares

independientes por grupo. *P<0,05 vs valores correspondientes en C.
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5. DISCUSION

El transporte de nutrientes, incluyendo el colesterol, desde la circulacion materna hacia la
circulacion fetal a través de la placenta, es un proceso altamente regulado. Si bien el trafico de
colesterol esta descrito en su mayor parte durante el embarazo [Palinski et al., 2009, Woollett, 2011],
no se conoce como la HC podria estar afectando este proceso. En linea con publicaciones anteriores,
este estudio confirmd que los recién nacidos de embarazos de HC tienen niveles de CT, HDL y Tg
similares a los recién nacidos de mujeres C, lo que sugiere una posible regulacion de trafico de
colesterol placentario materno-fetal [Leiva et al., 2013; Ethier-Chiasson et al., 2007]. Por esta razon,
planteamos determinar si la condicion HC se asocia con cambios en el trafico de colesterol en la
placenta humana.

Este estudio muestra por primera vez que HC esta asociado con cambios en el trafico de colesterol
en las células del sincitiotrofoblasto de la placenta humana, probablemente debido a una alteracion
entre la captacion de HDL y LDL, asi como también del eflujo de colesterol.

Con respecto a los efectos de la hipercolesterolemia materna en el trafico de colesterol placentario
humano, se demostré previamente que en homogenizados totales de placentas HC existe una
regulacion a nivel del mensajero y a nivel proteico de los receptores y transportadores de colesterol,
sin embargo, de los datos presentados en estos dos trabajos, no se ha estudiado el efecto de HC sobre
la funcidn de estas proteinas en las células placentarias responsables de la captacion de lipoproteinas
maternas y el eflujo de colesterol en las células del sincitiotrofoblasto.

Con el desarrollo de esta tesis comprobamos el grado de sincializacion y la pureza de los

citotrofoblastos. Describimos que ya desde las 48 horas post-cultivo teniamos una mezcla de células

114



cito y sincitiotrofoblasto, las que eran 100% sincitiotrofoblasto a las 72 horas [Jansson et al., 2009].
Determinamos por citometria de flujo que la contaminacidon de nuestros cultivos con otro tipo celular
como cé¢lulas mesenquimales o células endoteliales, células que abundan en la placenta, fue minima.

Ademas, no solo evaluamos la localizacioén de los receptores y transportadores de colesterol en
placentas y células del sincitiotrofoblastos C y HC, también pudimos corroborar la localizacion de
estos en un modelo de células del sincitiotrofoblasto polarizados de placentas controles.

Dado que la células del sincitiotrofoblasto presentan una membrana apical y membrana basal, en
la que se expresan diferentes receptores y transportadores de colesterol, es importante evaluar en un
modelo de células del sincitiotrofoblasto polarizados la expresion y localizacion de estos, las cuales
participan en el proceso de captacion y eflujo de colesterol, ademads de evaluar la direccionalidad del
eflujo de colesterol, hacia la membrana apical (circulacion materna) o hacia la membrana basal
(circulacion fetal).

Se estandariz6 un modelo in vitro eficaz del sincitiotrofoblasto humano para estudios de transporte,
técnica que fue aprendida en el Gnico laboratorio que ha logrado estandarizarlo, Universidad de Berna
en Suiza con la Dra. Christiane Albrecht [Huang et al., 2016; Kallol et al., 2018]. Se observo que las
células del citotrofoblasto aislados de placentas de término, pueden formar una monocapa confluente
funcional del sincitiotrofoblasto en insertos Transwell® recubiertos con matrigel.

En el laboratorio de la Dra. Albrecht, se realizaron experimentos para evaluar el rol de la matriz
extracelular en la morfogénesis y diferenciacion del sincitiotrofoblasto, matriz que puede proporcionar
resistencia mecanica y soporte estructural para la adhesion celular, la viabilidad y el crecimiento
[Kallol et al., 2018; Huang et al., 2016]. La matrigel, secretada por las células de sarcoma de ratoén
Engelbreth-Holm-Swarm, se asemeja al complejo entorno extracelular, que incluye laminina, colageno

IV, heparan sulfato, asi como al factor de crecimiento transformante b, factor de crecimiento
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epidérmico, factor de crecimiento similar a la insulina, y representa un factor similar de composicion
como la membrana basal. El efecto positivo de Matrigel sobre las propiedades de adhesion se verifico
mediante pruebas de viabilidad celular [Huang et al., 2016].

En términos de la formacion de un eje apical-basal, se estudio la polaridad de la monocapa del
sincitiotrofoblasto mediante el monitoreo de los valores de TEER. Cuando la resistencia eléctrica neta
entre las superficies apical y basal de la monocapa alcanzé un valor constante cercana a 300 Qcm?, se
asumié que se produjo una polarizacion completa del sincitiotrofoblasto [Rice-Evans y Packer, 2003;
Hammarlund-Udenaes et al., 2013; Huang et al., 2016]. Se observo un patron de crecimiento similar
con un valor de plateau en TEER comparable durante el establecimiento de la monocapa confluente
con la linea celular Caco-2 intestinal humana [Xia ef al., 2013] y la linea celular placentaria BeWo
[Heaton et al., 2008]. Ademas, el nivel de salida de LY demostrd ser un compuesto adecuado para la
via de transporte paracelular, y proporcioné evidencia adicional con respecto a la formacién de una
capa de sincitiotrofoblasto polarizado en este modelo de Transwell®.

Ademads, como otro control para determinar la monocapa de células del sincitiotrofoblasto,
evaluamos mediante inmunofluorescencia un marcador epitelial CK7 y un marcador apical PLAP,
indicando que ambos marcadores estan aumentados hasta el dia 7 post siembra de las células en los
Transwell® y las proyecciones ortogonales a través del Z-stack, sugiere que CK7 se expresa en ambas
membranas de la monocapa del STB y PLAP predominantemente en la apical. De esta forma, con el
cultivo polarizado establecido, fue factible evaluar la localizacion de los receptores y transportadores
de colesterol y evaluar la direccionalidad del eflujo en este sistema.

Estos resultados, pueden apoyar fuertemente los resultados obtenidos en placentas y en células del

sincitiotrofoblasto de placentas controles.
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5.1 Captacion de colesterol en células del sincitiotrofoblasto
5.1.1 Captacion de LDL

LDLR se describi6 en la placenta [Furuhashi et al., 1989; Wadsack et al., 2007]; sin embargo,
solo dos trabajos mostraron la localizacion in situ de LDLR en tejido placentario [Kamper et al., 2017,
Pecks et al., 2016].

Evaluamos la abundancia proteica de LDLR en homogenizados de placenta, no observando
diferencias en la expresion del receptor entre placentas C y HC, lo cual es contradictorio con lo
publicado en el unico trabajo que lo ha evaluado [Ethier-Chiasson et al., 2007]. En este trabajo se
observo una disminucion en la abundancia proteica de LDLR en homogenizados de placenta de
mujeres hipercolesterolemicas, sin embargo, la cuantificacion del resultado es cuestionable y las
mujeres de dicho estudio tenian elevados también los niveles de triglicéridos.

En tejido placentario determinamos la localizacion del receptor en sincitiotrofoblasto,
principalmente en MMV y células endoteliales, lo cual es concordante con datos en la literatura
[Furuhashi ef al., 1989; Kamper et al., 2017]. Las imagenes podrian sugerir que en placentas HC la
intensidad de sefial para LDLR en la superficie apical de las células del sincitiotrofoblasto es mayor
que en placentas C (Figura 14A).

LDLR requiere ser endocitado para liberar el colesterol de las LDL en el interior celular
[Goldstein et al., 1974, 2015], por lo que al existir mayor localizacion de LDLR en la superficie
celular, este podria estar retenido en la membrana y de esta forma su funcion estaria inhibida, tal como
se ha demostrado en otros modelos [Sorrentino ef al., 2013]. Lo que sugiere que la actividad endocitica
del receptor podria estar afectada. Sin embargo, esta hipdtesis requiere evaluacion con estudios
mecanicistas detallados, considerando la diversidad de posibles proteinas involucradas relacionadas

con el trafico celular de LDLR [Tao et al, 2016; van de Lsuis et al., 2017]. La mayoria de estas
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proteinas se han reportado en la placenta, pero atin no se han estudiado funcionalmente [Garcia et al.,
2001; Lybbert et al., 2016].

Adicionalmente, evaluamos por inmunofluorescencia la abundancia proteica de LDLR en
cultivos primarios de células del sincitiotrofoblasto permeabilizadas, es decir, abundancia proteica en
el total de la célula, y determinamos que no hay cambios en la intensidad de sefal y tampoco en la
abundancia proteica para LDLR evaluado por Western blot en células obtenidas de placentas de
embarazos C y HC. Adicionalmente, evaluamos la localizacion de LDLR en cultivos primarios de
células del sincitiotrofoblasto no permeabilizadas (expresion en la superficie celular) y determinamos
que la sefial es mayor en c¢lulas HC, esto podria relacionarse con lo determinado en las placentas HC,
donde observamos también una mayor intensidad de sefial en la superficie celular (Figura 14A).

Por primera vez, evaluamos la expresion y localizacion de LDLR, y SR-BI a medida que
avanzan los dias de cultivo (1- 7) en un modelo de cultivo polarizado en monocapa, y logramos ver
que los receptores y transportadores no pierden su expresion, al contrario, aumentan de manera directa
a medida que aumentan los dias y ocurre la polarizacion.

Se pudo observar localizacion de LDLR, al igual que en las placentas, principalmente en la
membrana apical pero también en la membrana basal. El receptor de LDL participa en la captacion de
colesterol en la superficie celular y por lo tanto deberia estar localizado en la membrana apical, sin
embargo, una vez que las LDL se unen a su receptor LDLR en la superficie celular, el complejo
receptor- lipoproteina es endocitado; posteriormente, el LDLR se recicla a la superficie celular,
mientras que las particulas de LDL se hidrolizan completamente en los lisosomas para formar
colesterol libre y acidos grasos, mediante la accion de la lipasa 4cida lisosomal/colesterol esterasa

[Goldstein y Brown, 2015]. Sugerimos que lo que observamos en la membrana basal probablemente
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es una marca que se ve, debido al proceso endocitico del receptor, similar a lo que observamos en la
inmunofluorescencia en tejido de placentas normales.

Finalmente, evaluamos directamente la funcionalidad del LDLR estudiando la captacion de
LDL-Dil en cultivos primarios de células del sincitiotrofoblasto y determinamos que la captacién es
menor en células HC. Los parametros cinéticos indicaron que la Vmax para la captacion de LDL-Dil es
similar en células C y HC, y que la Km es mayor, lo que sugiere que la actividad funcional y no un
cambio en el numero de receptores de LDL podria estar alterado en células HC, lo cual es concordante
con las imagenes que muestran mayor seiial para el receptor en la superficie celular (Figura 24A y
Tabla 5). De esta forma sugerimos que en placentas HC, la captacion de LDL es menor que en
placentas C y que este cambio no se asocia con alteraciones en la abundancia proteica del receptor,
sino que con posibles cambios en su internalizacion y actividad endocitica, fenomenos que requieren

ser estudiados en mayor detalle.

5.1.2 Captacion de HDL

La expresion de SR-BI en sincitiotrofoblasto y células endoteliales placentarias se ha
informado previamente [Wadsack et al., 2003; Stefulj et al., 2009; Aye et al., 2010; Wadsack ef al.,
2007]. Sin embargo, solo un trabajo mostrd recientemente la localizacion de SR-BI en el
sincitiotrofoblasto de la placenta [Landers ef al., 2018]. Los autores sugieren que SR-BI se localiza
principalmente en el membrana apical del sincitiotrofoblasto, aunque en este trabajo no se usé un
marcador adecuado para el sincitiotrofoblasto. En nuestros experimentos de colocalizacion con CK7,
encontramos que SR-BI estaba localizado en el sincitiotrofoblasto y posiblemente en ambas

membranas, apical y basal. Esto sugiere que el receptor de HDL podria participar en la captacion de
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colesterol HDL, pero también que es un posible mediador del eflujo de colesterol (ver la siguiente
seccion).

Ademas, y de acuerdo con un trabajo anterior [Ethier-Chiasson et al., 2007], los niveles de SR-
BI fueron similares en placentas de embarazos de C y HC. La localizacion placentaria de SR-BI
también fue comparable. Aunque clasicamente SR-BI se reconoce como un receptor de HDL que
media la captacion selectiva de los ésteres de colesterol unidos a HDL y no la captacion completa de
la macromolécula de HDL [Leiva et al, 2011], Wadsack y colaboradores demostraron que en las
células del sincitiotrofoblasto de placentas de término, la captacion de colesterol HDL esta mediada
en proporciones iguales por la captacion selectiva y la captacion completa de HDL [Wadsack ef al.,
2003].

Para determinar directamente la captacion de HDL, se estimo la captacion de HDL-Dil en
células del sincitiotrofoblasto C y HC. La abundancia proteica de SR-BI, asi como la captacion de
HDL-Dil fue menor en las células HC. De acuerdo con la menor abundancia proteica de SR-BI, los
parametros cinéticos indicaron que la Vmax para la captacion de HDL-Dil se redujo en las células de
C. Ademas, la Km fue mayor, lo que sugiere que la cantidad de receptores y su actividad podrian
reducirse (Figura 24B y Tabla 5).

En cuanto a SR-BI en el modelo de sincitiotrofoblastos polarizados, este se observo al igual
que en las placentas, en ambas membranas (apical y basal) celulares. Si bien esta tesis demostrd que
SR-BI no partipa en el eflujo de colesterol en células del sincitiotrofoblastos sembrados en placas de
cultivo convencionales (explicado en la seccion siguiente), es importante estudiar la posible
participacion de este receptor en el eflujo de colesterol en un modelo de células del sincitiotrofoblasto
polarizado, para descartar alglin mecanismo compensatorio en el eflujo hacia el compartimento apical

o basal. Otra razon por la que puede observarse expresion y localizacion del receptor de HDL en la
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membrana basal, es lo postulado por Wadsack y colaboradores, quienes han sugerido que la captacion
de colesterol HDL estd mediada en proporciones iguales por la captacion selectiva y la captacion
completa de HDL [Wadsack et al., 2003].

En resumen, demostramos que la captacion de LDL-Dil y HDL-Dil se reduce en las células
del sincitiotrofoblasto de las placentas HC. Se ha sugerido que, a término del embarazo, la placenta
puede desempefiar un papel protector para prevenir el transporte excesivo de colesterol desde la
circulacion materna hacia la fetal [Zhang et al., 2017; Kamper et al., 2017; Wadsack et al., 2003;
Horne et al., 2019]. Teniendo en cuenta que las mujeres con HC tienen mayores niveles de colesterol
circulante y que los niveles de colesterol en sus recién nacidos son comparables a los de los embarazos
de C, nuestros hallazgos de reduccion de la captacion de lipoproteinas por el sincitiotrofoblasto estan

de acuerdo con esa sugerencia.

5.2 Eflujo de colesterol en células del trofoblasto

La salida de colesterol desde las células del sincitiotrofoblasto ocurre principalmente a través
de mecanismos activos mediados por los transportadores de colesterol ABCA1, ABCGI y la
participacion de SR-BI ha sido sugerida pero no estudiada [Aye ef al., 2010; Chatuphonprasert et al.,
2018]. ABCA1l estimula el eflujo de colesterol a apolipoproteinas pobres en lipidos,
predominantemente a ApoA-I [de la Llera-Moya et al., 2010; Melhem et al., 2019; Harmon et al.,
2018; Kallol et al., 2018], pero también a ApoE; ABCGI promueve el eflujo de colesterol y
oxiesteroles a HDL; SR-BI puede mediar el eflujo de colesterol desde células periféricas a HDL, pero
no a ApoA-I libre de lipido [Phillips, 2014; Favari et al., 2015; Aye et al., 2010].

Nuestros resultados de localizacion in situ estdn de acuerdo con trabajos previos que describen

ABCAI1 en la membrana del sincitiotrofoblasto [Aye et al., 2010; Harmon et al., 2018; Albrecht et al.,

121



2007, 2010; Keelan et al., 2011]. De acuerdo con estos trabajos, nuestras inmunofluorescencias
indican una distribucion del transportador en MMV y MB de la membrana del sincitiotrofoblasto, lo
que sugiere un posible rol en la salida de colesterol a la circulacion materna y también hacia la fetal.
Curiosamente, el western blot indic6 una sefial importante para ABCA1 en placentas de HC, un
hallazgo que al observar la inmunolocalizacion asociamos a un aumento de la sefial en el endotelio en
lugar del sincitiotrofoblasto. Sin embargo, se requieren marcadores endoteliales especificos para
confirmar la distribucioén espacial del endotelio (aunque esta el control de inmunofluorescencia en
placenta para CD31, es necesario hacer una co-localizacion con ABCA1). El aumento de los niveles
de ABCAI1 en las células endoteliales placentarias se describi6 recientemente en diabetes mellitus
gestacional [Sun et al., 2018], y otros trastornos metabolicos del embarazo se han asociado con la
dislipidemia materna [Contreras-Duarte et al., 2019]. Nuestros hallazgos en sincitiotrofoblastos
confirmaron estas observaciones en la placenta y mostraron que los niveles de ABCA1 fueron
similares en trofoblastos de placentas HC y C (Figura 25A).

Con respecto a ABCGI, el transportador de colesterol se localizé principalmente en la
membrana basal del sincitiotrofoblasto (Figura 25B), como se describi6é anteriormente [Aye et al.,
2010], lo que sugiere un rol en la salida de colesterol a la circulacion fetal. En las placentas HC, los
niveles reducidos de este transportador se determinaron mediante western blot, que también se
confirmo en células del sincitiotrofoblasto de placentas HC.

Estos resultados fueron corroborados al observarlos también en el modelo de
sincitiotrofoblasto polarizados. Para ABCAL, el resultado fue similar a lo publicado por Kallol ef al.,
sugiriendo la participacion del transportador en el eflujo de colesterol hacia el compartimento apical
(lado materno) [Kallol et al., 2018], ademas, ellos lograron determinar la direccionalidad del eflujo

hacia ApoA-I dependiente de ABCAT1 hacia el compartimento apical [Kallol ez a/., 2018]. Por tltimo,
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el transportador ABCGI1 fue localizado en la membrana basal, sugiriendo la participacion del eflujo
hacia el compartimento basal (lado fetal), lo cual fue similar a lo observado en inmunofluorescencia
de placentas normales.

Una vez descrita la localizacion de las proteinas de interés creimos necesario evaluar el eflujo
de colesterol hacia ApoA-I y en sincitiotrofoblastos. El efluyjo a ApoA-I exdgeno aumentd en
sincitiotrofoblastos de HC en comparacion con C (Figura 33A). Considerando los niveles similares de
proteina de ABCAI, estos resultados sugieren que la actividad del transportador podria estar
aumentada en esta condicion debido a la mayor disponibilidad de colesterol, como se describe en otros
modelos, incluidas las células endoteliales de la placenta [Stefulj et al., 2009; Brown et al., 2018]. Por
otro lado, el eflujo a HDL fue menor en sincitiotrofoblastos de embarazos HC (Figura 33B), lo que se
asoci6 con niveles reducidos de proteina de ABCG1. Los pardmetros cinéticos para el eflujo a HDL
mostraron una Vmax reducida y Km comparable, lo que sugiere que los cambios podrian estar
relacionados con niveles mas bajos de este transportador en lugar de cambios en su actividad (Tabla
7).

Ademas de los cambios en la tasa de eflujo en las células HC, la proporcién de eflujo a ApoA-
I y HDL fue diferente en las células del sincitiotrofoblasto. En nuestro modelo, el eflujo a ApoA-I (10
pug/ml, 6 h) fue del 4%, en comparacion con el 30% a HDL (50 pg/ml, 6 h). Este hallazgo fue diferente
de los descritos por Aye et al., quienes mostraron porcentajes comparables de eflujo (10%) a ApoA-I
(20 ug/mL, 6 h) y HDL (50 pg / mL, 6 h) en sincitiotrofoblastos de embarazos normales [Aye ef al.,
2010]. Ademas, nuestros resultados fueron comparables a los resultados publicados recientemente por
Harmon y colaboradores en sincitiotrofoblastos de embarazos normales [Harmon et al., 2018] que
muestran eflujo a ApoA-I (30 pg/ml, 6 h) del 5%, en comparacion con 25% a HDL (50 pg/ml, 6 h)

[Harmon et al., 2018]. El grupo de Harmon y colaboradores no discutio las diferencias en la tasa de
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eflujo a HDL y ApoA-I, incluso considerando la expresion reducida de ABCA1 informada en su
estudio o la expresion y funcion de ABCG1 descrita previamente en sincitiotrofoblastos. En linea con
estos y nuestros resultados, proponemos que, en sincitiotrofoblastos, la contribuciéon de ABCGI al
eflujo total podria ser mayor que la de ABCALI, lo que requiere la confirmacion de la inhibicion del
eflujo mediado por ABCA1 y ABCG1 en nuestro sistema.

Ademas de ABCA1 y ABCGl1, otro transportador que podria contribuir al eflujo de colesterol
en sincitiotrofoblastos es SR-BI, que tiene un papel activo en el eflujo de colesterol en células como
los macrofagos, hepatocitos y células renales [Phillips, 2014; Linton et al., 2017]. En las células
endoteliales de la placenta, SR-BI no contribuye al eflujo de colesterol [Stefulj et al., 2009]. A pesar
de eso y considerando que el receptor se describe en las células del sincitiotrofoblasto placentario
[Wadsack et al., 2003; Aye et al., 2010], su participacion en el eflujo de colesterol solo se ha sugerido,
y su contribucion real al proceso es desconocida [Aye ef al., 2010]. Para determinar la posible
contribucion de SR-BI al eflujo de colesterol, el receptor se inhibié con BLT-1, y el eflujo se determin6
como se describe en las células endoteliales placentarias [Stefulj ef al., 2009; Aye et al., 2010]. La
inhibicién de SR-BI con BLT-1 no se asoci6 con cambios en el eflujo de colesterol, 1o que sugiere por
primera vez que, como en las células endoteliales placentarias, SR-BI no participa en el eflujo de
colesterol en las células del sincitiotrofoblasto (Figura 34). Sin embargo, sugerimos que es necesario
determinar el eflujo mediado por SR-BI en sincitiotrofoblastos polarizado para excluir la posibilidad
de cambios compensatorios en el eflujo apical y basal en presencia de BLT-1.

En resumen, sugerimos que, en sincitiotrofoblastos, el colesterol se entrega por eflujo a
aceptadores como HDL y ApoA-I; sin embargo, HDL es el aceptor con una contribucion predominante
a la salida de colesterol en estas células, un proceso que podria estar mediado por ABCG1 y ABCALI

y no por SR-BI. Con respecto a HC, el sincitiotrofoblasto aislado de placentas con esta afeccion
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materna mostr6 un eflujo reducido a HDL y un eflujo aumentado a ApoA-I, lo que sugiere alteraciones
en la liberacion de colesterol a la circulacion materna o fetal.

Teniendo en cuenta que las células del sincitiotrofoblasto estan polarizadas y que el eflujo
de colesterol se produce hacia el lado materno y/o fetal, estimamos necesario determinar las tasas de
eflujo en sincitiotrofoblastos cultivados en condiciones que permitan obtener una monocapa
polarizada, lo que permitiria mejorar nuestra comprension de la direccionalidad del eflujo de colesterol
(a nivel apical/materno o basal/fetal) [Melhem et al., 2019; Kallol ef al., 2018], experimentos que se
realizaron luego de una pasantia en el extranjero pero que por razones técnicas no pudieron
desarrollarse totalmente. Basado en la localizacion de los transportadores y en evidencia reciente que
muestra que el eflujo hacia ApoA-I en sincitiotrofoblastos es principalmente hacia la membrana apical
[Melhem et al., 2019; Kallol et al., 2018], especulamos que en sincitiotrofoblastos desde placentas de
HC, el aumento en el eflujo hacia ApoA-I y la disminucion en el eflujo hacia HDL esta destinado a
controlar el eflujo de colesterol a la circulacion fetal. Para evaluar la direccionalidad del eflujo de
colesterol, se realizo en células del sicitiotrofoblasto polarizados, utilizando diferentes aceptores en el
compartimento apical (lado materno), como en el compartimento basal (lado fetal). La importancia de
la via HDL/ABCGI1 y ApoA-I/ABCALI en el transporte de colesterol transplacentario esta bien
documentada [Aye et al., 2010; Stefulj et al., 2009; Melhem et al., 2019; Harmon et al., 2018; Kallol
et al, 2018], sin embargo, a pesar que fue publicado en que medida esta involucrada la salida de
colesterol por la via ApoA-I/ABCA1 [Kallol et al., 2018], e indica que el eflujo ocurre principalmente
hacia el compartimento apical, sugiriendo una forma de defensa hacia el feto, evitando la alta entrada
de colesterol al feto al término del embarazo, se desconoce en que medida o de que manera estaria
ocurriendo el eflujo de colesterol por la via HDL/ABCGI. Por lo tanto, se analiz6 la direccionalidad

del transporte de colesterol externo mediado por HDL/ABCG1. Utilizamos cuatro aceptores, HDL de

125



mujer adulto sin embarazo, HDL fetal, suero de mujer adulto sin embarazo y HDL fetal, los cuales se
colocaron en el compartimento apical, basal y en ambos compartimentos. Sorpresivamente,
encontramos que ocurre eflujo solamente hacia el compartimento apical, y no existe eflujo hacia el
compartimento basal con los diferentes aceptores. Este modelo ya ha sido validado como un sistema
util para estudiar el transporte de nutrientes transplacentarios [Huang et al., 2016], en el que se evalud
el transporte de glucosa y se observo eflujo hacia ambos compartimentos, ademads, al evaluar el
amarillo de lucifer, también se observa salida en ambos compartimentos, sin embargo la salida de
colesterol hacia la zona basal en el modelo estudiado no se ha determinado. Se podria pensar en alguna
interaccion matrigel-colesterol que podria estar evitando la salida del colesterol por el compartimento
basal, el que podria estar acumuldndose en la matrigel. Anteriormente se ha reportado que el eflujo de
colesterol en cé¢lulas BeWo en Transwell® pero sin matrigel (no lo requieren) se asocia con eflujo
hacia ambos compartimentos [Schmid et al., 2003]. Debido a esto, quisimos evaluar la acumulacién
de colesterol libre en el Transwell® mediante la tincion Filipina, y logramos ver que al ubicar los
aceptores solamente en el compartimento basal, no ocurre salida y éste se acumulado en la célula.
Asumimos que esto no ocurre en el lado apical ya que las células tienen contacto directo con el medio
en el compartimento apical, a diferencia del compartimento basal en que las células estan en contacto
con la matrigel y el filtro Transwell®, por lo que habria un menor acceso a los aceptores de colesterol.
Para mejorar este inconveniente se podrian sugerir algunos cambios en la concentracion de la matrigel,
o modificar la concentracién de los aceptores, los cuales podrian ser diferentes en el sistema
Transwell® a los utilizados en el eflujo de colesterol de placas convencionales, e incluso cambiar el
tipo de matrigel que se utiliza, o aumentar el tiempo del eflujo de colesterol a mas de 6 horas. Ademas,

se podria sugerir, que al no estar el modelo completo de la barrera placentaria (STB-estroma-células
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endoteliales), el eflujo no podria ocurrir de manera natural, o evitaria la salida hacia el compartimento
basal.

Sin embargo, a pesar que no se logré determinar la direccionalidad del eflujo, pudimos
corroborar que el eflujo de colesterol en este modelo estaria trabajando hacia todos los aceptores en el
compartimento apical. Ademas, se logro determinar la localizacion de los receptores y transportadores
de colesterol en el inserto Transwell®, lo cuales estuvieron relacionados a lo observado en placentas.

Finalmente, los resultados obtenidos para el eflujo de colesterol en la condicion HC, al igual
que lo descrito para la captacion de LDL y HDL nos permiten sugerir que en esta condicion del
embarazo, las células del sincitiotrofoblasto en la placenta regularian la expresion y funcion de las
proteinas encargadas de regular el trafico de colesterol, posiblemente para evitar la entrada exacerbada
de colesterol hacia la circulacion fetal para proteger al feto de una carga excesiva de colesterol
favoreciendo un menor ingreso de colesterol hacia el sincitiotrofoblasto y una menor salida de este
lipido desde los sincitiotrofoblastos (Figura 42). Estos resultados son concordantes con el hecho de

que el perfil lipidico de los recién nacidos HC es comparable al de los C (Figura 4B).

5.3 Niveles de colesterol en células del sincitiotrofoblasto

Teniendo en cuenta la captacion reducida de LDL y HDL, asi como los cambios en el eflujo
de colesterol en las células del sincitiotrofoblasto de los embarazos HC, se determinaron los niveles
de colesterol en placentas y en sincitiotrofoblastos. Aunque los niveles de colesterol total fueron
similares en placentas y sincitiotrofoblastos de C y HC, los niveles de colesterol libre aumentaron en
HC en comparacion con C (Figura 37 y 38). Para determinar indirectamente si HC induce un aumento
de la sintesis de colesterol, se estim6 el nivel de HMGCR a nivel del mensajero y proteico, la enzima

limitante para la sintesis de colesterol. En sincitiotrofoblastos HC, la expresion de la enzima y la
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abundancia de proteinas se redujo, lo que sugiere que en nuestro modelo no se produce un aumento
de la sintesis de colesterol (Figura 39). Ademas, evaluamos la expresion de la enzima asociada con la
esterificacion del colesterol libre (es decir, acil-coenzima A: colesterol aciltransferasas, ACAT),
observamos que esta esta disminuida en sincitiotrofoblastos HC (Figura 40, lo que podria asociarse
con una menor esterificacion del colesterol y de esta forma con la acumulacion de colesterol libre en
las células del sincitiotrofoblasto HC.

Clasicamente, el aumento de los niveles de colesterol libre se asocian a la activacion de los
factores nucleares LXR, y asi a un aumento de la salida de colesterol y la inhibicion de la sintesis y
absorcion de colesterol [Brown et al., 1999]. Aunque en este trabajo no evaluamos directamente la
activacion de LXR en placentas HC, sugerimos que LXR no se activaria ya que no encontramos
aumento de ABCA1/ABCGI1 ni reduccion de la abundancia de proteinas LDLR en esas placentas o en
sincitiotrofoblastos aislados. Aunque la activacion de LXR en las cé€lulas del sincitiotrofoblasto no se
ha estudiado en detalle, la activacion de LXR se ha asociado con una reduccién de la diferenciacion
celular y la supervivencia celular, dependiendo de la fuente del ligando (exdgeno versus endogeno).
En nuestros cultivos celulares no observamos alteraciones evidentes en la diferenciacion de células
HC [Aye et al., 2010; Harmon et al., 2018; Weedon-Fekjaer et al., 2005; Fournier et al., 2008; Aye et
al.,2011; Larkin et al., 2014], pero si se vio una disminucién en la viabilidad de células HC medida
con MTT (Figura 30), ensayo que mide la reduccion de un componente de tetrazolio (MTT) en un
producto de formazan insoluble por las mitocondrias de cé€lulas viables. Como se mencion6 en la
introduccion, se ha descrito que en placentas HC hay un aumento en el estrés oxidativo (Liguori et
al., 2007), el que podria ser consecuencia de una disminucion en la viabilidad celular en este tipo
celular, producto ademas, de una acumulacion del colesterol libre. Sin embargo, aunque no vimos una

diferencia en la morfologia o en el numero de células a nivel microscopico, podriamos sugerir que este
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ensayo no es suficiente para determinar la viabilidad celular, ya podria estar midiendo la actividad de
las mitocondrias viables y no asi de la muerte celular, por lo que se requieren otros ensayos para
determinar viabilidad celular.

En consecuencia, una posible linea de seguimiento de este estudio podria ser determinar la
activacion de LXR, asi como los niveles de posibles ligandos como los oxiesteroles en
sincitiotrofoblastos HC. En el contexto de las células placentarias, en las células endoteliales aisladas
de placentas DMG, se confirm6 que la activacion de LXR por los oxisteroles estaba relacionada con
una mayor expresion de ABCA1 y ABCG1 y el eflujo de colesterol, que, a diferencia de las células
del sincitiotrofoblasto, se sugiri6 como un mecanismo para mantener una funcion celular adecuada

[Sun et al., 2018], como se describe en otros modelos celulares [Lie ef al., 2013].
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6. CONCLUSION

Los resultados de esta tesis entregan informacion clave para entender la regulacion del
transporte de colesterol en la placenta de embarazos con niveles elevados de CT y LDL. Hemos
determinado que en placentas HC la captacion de LDL y HDL desde la circulacion materna estarian
disminuidos, lo cual fue confirmado en cultivos primarios de células del sincitiotrofoblasto purificadas
desde estas placentas. Adicionalmente, demostramos que el eflujo de colesterol hacia HDL desde las
células del sincitiotrofoblasto esta disminuido y hacia ApoA-I esta aumentado en la condicion HC. Si
bien, la entrada y salida de colesterol es regulada, determinamos que en células HC el contenido de
colesterol libre es mayor que en células C, un proceso que no se asocia con una mayor biosintesis de
este esterol, pero si podria asociarse a una disminucion de ACAT1, enzima encargada de esterificar el
colesterol. Ademas, logramos verificar la localizacion y expresion de los receptores y transportadores
de colesterol en placentas, sincitiotrofoblasto, y sincitiotrofoblasto polarizado. Estos resultados nos
permiten sugerir que, en ésta condicion del embarazo, las células del sincitiotrofoblasto en la placenta
regularian la expresion y funcion de proteinas encargadas de regular el metabolismo del colesterol,
posiblemente para evitar la entrada exacerbada de colesterol hacia la circulacion fetal para proteger al
feto de una carga excesiva de colesterol. Estos resultados son concordantes con el hecho de que el

perfil lipidico de los recién nacidos HC es comparable al de los C (Figura 42).
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Figura 42. Modelo propuesto del trifico de colesterol en la placenta C y HC.

En las células del sincitiotrofoblasto de embarazos con hipercolesterolemia (HC) se produce una
disminuciéon en la captacion de lipoproteinas de baja (LDL) y de alta densidad (HDL), asi como
también una disminucion en la abundancia proteica del receptor scavenger clase B tipo I (SR-BI) y un
cambio en la localizacion de LDLR. A su vez en HC hay una disminucion en el eflujo de colesterol y
una menor abundancia proteica del transportador de union a ATP (ABCGI1). En células del
sincitiotrofoblasto, SR-BI no participa en el eflujo de colesterol hacia HDL. Adicionalmente, se
describe un aumento en el colesterol no esterificado o libre (FC) en células HC y una disminucion en
la abundancia proteica de la enzima clave para la biosintesis de colesterol (HMGCR), sugiriendo que
no hay mayor biosintesis de este esterol y si menor esterificacion del colesterol, responsable de
ACATI. Finalmente, describimos la presencia de ApoA-I en células del sincitiotrofoblasto y en el

estroma celular, la que podia participar como aceptor de colesterol.
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7. PROYECCIONES

Este estudio puede contribuir al conocimiento general referente al trafico de colesterol en la
placenta y especificamente a como éste proceso es regulado por niveles elevados de colesterol durante
el embarazo. Es importante destacar que el colesterol es importante para el desarrollo del feto en
muchas formas, incluyendo para el desarrollo cerebral. Estos resultados son relevantes para demostrar
que la condicion HC se podria asociar con una alteracion del trafico placentario de colesterol materno.
Las consecuencias de un cambio en el trafico de colesterol necesitan ser estudiadas, sin embargo, la
funcion placentaria podria verse alterada, asi como también la disponibilidad de colesterol hacia la
circulacion fetal, fenomeno que podria tener consecuencias en la fisiologia fetal (vascular y hepatica),
debido a las altas concentraciones de colesterol hacia el feto. De esta forma, podriamos proponer como
una proyeccion directa, la necesidad de monitorear el perfil lipidico materno durante el embarazo para
prevenir estos efectos, asi como también el manejo a nivel clinico de esta condicion incluyendo dietas
como por ejemplo dieta mediterranea, que se ha demostrado tener efectos positivos en disminuir
diferentes parametros en condiciones similares. Ademas, es importante destacar que este estudio fue
realizado en placentas de término, evitando conocer la dinamica del proceso de adaptacion placentaria
a la HC materna. Adicionalmente, se abren nuevos temas de investigacion referentes a las
consecuencias de las alteraciones del trafico de colesterol placentario sobre el feto en desarrollo asi
también como las consecuencias de la hipercolesterolemia en la madre durante todo este proceso,

aunque sea solo un proceso transitorio.
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