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RESUMEN

Introduccion: Los receptores tipo Toll (Toll Like Receptors TLR) median la
respuesta inmune innata. Los TLR2, 3 y 4 han sido estudiados en placenta
humana, aunque su expresion y distribucion no ha sido claramente establecida,
mientras que el TLR 9 no se ha estudiado en placenta.

Antecedentes: Se ha detectado por inmunohistoquimica la localizacion de
TLR2 y TLR4 en placentas a término de pacientes normales y estimuladas con
zimosan Yy lipopolisacaridos. Algunos autores no detectan expresion de TLR4
en placentas normales a término, pero si en corioamnioitis. Otros autores
detectan TLR4 en placentas a término de pacientes normales, preeclampsia y
corioamnioitis, con mayor expresion en preeclampsia. Hipotesis: En pacientes
con preeclampsia hay aumento en la respuesta inflamatoria en la interfase
materno-fetal, por lo que planteamos que la expresiéon de los TLR 2, 3,4y 9 en
las placentas estara incrementada. Metodologia: se obtuvieron muestras de
placentas de pacientes con embarazos normales y con preeclampsia, se fijaron
en sales de zinc, se procesaron y se analizaron por inmunofluorescencia con
microscopia confocal. Resultados: Se observo que el TLR2 y el TLR4 se
expresan en el trofoblasto y el endotelio vascular del estroma velloso de
placentas normales y con preeclampsia, aumentando su expresion en
preeclampsia. El TLR3 y el TLR9 se expresan en el trofoblasto de placentas
normales y con preeclampsia, aumentando en las placentas con preeclampsia.
En el estroma, la expresion de TLR2 y 9 predominé en endotelio vascular. Se
observé co-localizacion de TLR 2 y 4 asi como de TLR 3y 9 en el trofoblasto.
Conclusién: La expresion de TLR 2, 3, 4 y 9 se incrementa en las placentas con
preeclamsia, aunque se requieren mas estudios para determinar el papel de los
TLRs en la inmunologia del embarazo y establecer su relacion con la
preeclampsia.
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SUMMARY

Introduction: Toll-like Receptors (TLR) mediate the innate immune response.
TLR2, 3 and 4 have been studied in human placenta, although its expression
and distribution have not been clearly established, whereas TLR 9 has not been
studied in placenta.

In placentas from normal term pregnancies the localization of TLR2 and TLR4
has been detected by inmunohistochemistry and after stimulation with zymosan
or lipopolysaccharide in placenta cultures. Some authors have not detected
TLR4 expression in placentas from normal term pregnancies but they found it in
placentas with chorioamnionitis. While other authors detected TLR4 in
placentas from normal pregnancies, preeclampsia and chorioamnionitis
patients, with greater expression in preeclampsia. Hypothesis: In patients with
preeclampsia there is increase in the inflammatory response in the materno-
fetal interphase, reason why we supposed that the expression of TLR 2, 3, 4
and 9 will be increased in placentas from patients with preeclampsia.
Methodology: Samples of placentas from patients with normal term pregnancies
and from patients with preeclampsia, were obtained. They were fixed with zinc
salts, processed and analyzed by immunofluorescence with confocal
microscopy. Results: It was observed that the TLR2 and the TLR4 are
expressed in the trophoblast and endotelio vascular of estroma velloso of
normal placentas and with preeclampsia, increasing its expression in
preeclampsia. The TLR3 and the TLR9 are expressed in the trophoblast of
normal placentas and from preeclampsia patients. Although increased reaction
was detected in the placentas with preeclampsia. In the estroma, the
expression of TLR2 and 9 predominated in vascular endothelium. Co-
localization of TLR 2 and 4 as well as of TLR 3 and 9 in the trophoblast was
observed. Conclusion: The expression of TLR 2, 3, 4 and 9 is increased in the
placentas with preeclampsia, although more studies are required to determine
the role of TLRs in pregnancy immunology and to establish their relation with
preeclampsia.
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1. INTRODUCCION

El sistema inmune es el conjunto de tejidos, células y moléculas responsables
de la inmunidad, y su respuesta colectiva y coordinada frente a la introduccion
en el organismo de sustancias extrafias asi como de organismos invasores, se

denomina respuesta inmune.

La primera respuesta de defensa a los patégenos depende del sistema
inmune, que en mamiferos se divide en innato y adaptativo. Ambos tienen la
capacidad de diferenciar entre las células propias y los posibles invasores. El
sistema inmune adaptativo es altamente sofisticado, estd mediado por células
Ty B que responden a antigenos especificos con la produccién de anticuerpos
y se encuentra solo en vertebrados. Se denomina adaptativo porque durante el
curso de una infeccibn se ajusta la respuesta en funcién del tipo de agente,
para optimizar la accion defensiva, respondiendo ante sustancias especificas
que generan su produccién. Otra caracteristica importante es que dota de

memoria al sistema inmunitario.

Ambos sistemas inmunes; el innato y el adaptativo, dependen de las células
blancas o leucocitos; el innato esta mediado por los granulositos y macréfagos,
y el adaptativo por la accién de los linfocitos. Ahora se sabe que sin una
respuesta inmune innata no hay respuesta adaptativa.

La respuesta inmune innata no es exclusiva de los humanos, se trata de un
sistema ancestral, puesto que disponen de ella casi todos los organismos
estudiados. Muchos utilizan los receptores de membrana del tipo Toll-like (TLR)
como desencadenantes, que también se encuentran en plantas. El primer
receptor tipo Toll debidé surgir en un organismo unicelular, antepasado comun
de animales y plantas, y puede incluso que estas moléculas facilitaran nuestra
evolucion; ya que sin un sistema de defensa eficaz contra las infecciones,
quizd los organismos multicelulares jamas hubieran sobrevivido (Janeway
2002).
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2. RECEPTORES TIPO TOLL (TLR)

La respuesta inmune innata estd mediada fundamentalmente por macrofagos,
neutrofilos y células dendriticas. Estas células reconocen al agente patdgeno
a través de sus receptores, lo fagocitan, lo destruyen vy sintetizan mediadores
de la inflamacion vy citocinas. El tipo de estos receptores mas importantes
recientemente descritos es una familia de proteinas transmembrana tipo I,
caracterizados porque la porcion C-Terminal es intracelular y la porcion N-
Terminal es extracelular con un solo dominio transmembranal. Estos
receptores han sido denominados “Toll Like Receptores” (TLR). Toll es una

palabra inglesa que puede traducirse como “peaje”.

Los TLRs fueron descubiertos inicialmente en la mosca de la fruta (Drosophila
melanogaster), en donde es fundamental para el desarrollo embrionario; ya que
permite mantener la polaridad dorso-ventral (Hashimoto y col 1988). Estudios
posteriores revelaron que el gen Toll también tiene propiedades anti-
bacterianas y anti-micoticas en la mosca adulta, por lo que moscas con
mutaciones en algunos genes de la via Toll son sumamente susceptibles a la
infeccion por hongos y ciertas bacterias (Lamaitre y col 1996). Poco después,
en los mamiferos se identificaron genes homodlogos a TLR (Rock y col 1998).
Estos receptores transmembranales en su dominio extracelular contienen
repeticiones ricas en leucina (LRR), que juegan un importante papel en la
especificidad de la respuesta a las infecciones. EI dominio intracitoplasmico del
receptor Toll y del receptor de IL-1 en mamiferos es muy parecido por lo que se
habla del dominio “Toll/IL-1 Receptor” (TIR) (Chaudhary y col 1998). Los TLR
son los responsables del reconocimiento de varios tipos de patrones
moleculares asociados a patogenos (PAMPs del ingles pathogen-associated
molecular patterns”), porque los receptores tipo Toll son receptores de
reconocimiento de patron (PRRs del ingles “Pattern-recognition receptors”), que
inducen la expresion de genes que intervienen en la respuesta inmune (Gordon
2002).
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La familia de los TLR se compone de 11 miembros, la secuencia de
aminodacidos y la estructura quimica permite su clasificacion (TLR 1-11). El
TLRS3 es el tnico miembro codificado por 5 exones, en tanto que los otros se
codifican solo por uno o dos. Algunos receptores trabajan en forma
cooperativa. EI TLR 2 puede formar heterodimeros con TLR1 y TLR6. El
TLR1/TLR6 es necesario para reconocer peptidoglicanos, mientras que el

TLR2 por si mismo puede reconocer lipopéptidos bacterianos.

2.1 LOCALIZACION DE LOS TLRs

Los TLRs tienen diferente distribucion dentro de la célula. Se ha demostrado
por tinciones positivas de la superficie celular con anticuerpos especificos que
los TLR1, TLR2, TLR4 y TLR6 se expresan en la superficie celular mientras
que los TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9 presentan una expresion intracelular en los
endosomas. Para el reconocimiento de sus ligandos por los TLR3, TLR7 o

TLR9 se requiere de maduraciéon endosémica (Takeda y Akira, 2005).

2.2 MECANISMOS DE ACTIVACION DE LOS TLRs

Aunque algunos trabajos sugieren que el TLR2 y TLR4 tienen una clara
especificidad para diferentes ligandos microbianos, actualmente el
mecanismo de activacién de los TLRs es confuso. Una proteina que puede
jugar un importante papel en la funcién de los TLRs es la CD14. La CD14 es la
primera proteina que se identific6 como receptor de los lipopolisacaridos
(LPS). Puede unir moléculas que contienen lipidos, incliyelo los LPS,
lipoproteinas microbiales de la pared celular del Streptococcus vy lipidos del M.
tuberculosis (Wright y col 1990). Sin embargo la CD14 no atraviesa la
membrana celular hacia el citoplasma y los LPS solos no pueden mediar
eventos de sefiales, pero pueden requerir un co-receptor para activar la via de
sefales intracelulares. La expresion sola de CD14 no confiere sensibilidad a
los LPS para las lineas celulares. Cuando el CD14 es co-expresado con TLR2
o0 TLR4 la activacion de NF-kB por LPS, lipoproteinas microbiales o lipidos es

incrementada. Estas observaciones son concluyentes con el papel de CD14 en
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la activacion celular y produccion de citocinas. Se ha identificado otra proteina
como co-receptor importante involucrado en la respuesta de los TLR, la MD2,
la cual muestra una asociacion como co-factor con TLR4 en su porcidn
extracelular, aumentando la respuesta a los LPS, ademas la MD2 es
requerida para el funcionamiento de TLR4 (Da silva Correira y col 2001). En
humanos se requiere de todo el complejo (TLR4-MD2-CD14) para una correcta
activacion por los LPS. Estudios recientes sugieren que una interaccion directa
TLR4-LPS se compara con una sensibilidad especie-especifica para
diferentes formas de LPS-lipidos. El TLR4 de humanos y ratones es capaz de
discriminar entre diferentes formas de LPS, segun la especie (Brightbill y
Modlin 2000).

2.3 PRINCIPALES LIGANDOS DE LOS TLRS

2.3.1 TLR1, TLR2 Y TLR6

Las células que expresan TLR2 son los monocitos, las células endoteliales, los

neutrofilos, los basofilos y las células dendriticas.

El TLR2 reconoce una gran variedad de componentes de microorganismos,
tales como lipoproteinas de bacterias Gram (-), Mycoplasma y Spirochaeta;
péptidoglicano y 4&cido lipoteicoico de bacterias Gram (+); lipidos de
Mycobacteria; fosfolipidos de glucoinositol de T. cruzi; zimosan de hongos;
purinas de la membrana externa de Neisseria; glucolipidos de T. maltophilum;
LPS de Helicobacter pylori, y Porphyromonas gingivalis (Takeda y col 2003).
Muchos LPS identificados por TLR2 no son identificados por TLR4. Se
proponen dos aspectos por los cuales los TLR2 pueden reconocer un mayor
espectro de componentes microbianos. Primero; los TLR2 forman dimeros
heterofilicos con otros TLRs para detectar ligandos e inducir sefiales. El TLR2
coopera con TLR1 y TLR6, ya que ambos son estructuralmente parecidos a los
TLR2. El heterodimero TLR2 /TLR6 reconoce lipopéptidos bacterianos. El
TLR2/TLR1 reconoce lipoproteinas. EI segundo; involucra reconocimiento de

componentes de hongos por los TLR2. En este modelo el TLR2 colabora con
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distintos tipos de receptores como la dectina-1, que es un receptor de la familia
de las lectinas, y reconoce B-glicanos de la pared celular de los hongos. Asi los
TLR2 reconocen un amplio rango de productos microbianos por medio de la
funcion cooperadora con diversas proteinas que tienen una estructura similar o
no similar (Wetzler 2003).

2.3.2TLR3

Este receptor tiene una estructura unica, pues carece de residuos de prolina
gue son abundantes en los otros receptores. Se ha localizado en la placenta,
el pancreas, el pulmon, el higado, el corazén y el cerebro (Rock y col 1998). Se
expresan en células dendriticas maduras, y en células epiteliales intestinales.
Su ligando es el RNA de doble cadena (dsRNA) que se produce durante la
replicacion viral y es un potente inductor de genes de interferén alfa y beta asi
como promotor de la actividad de células dendriticas, y de la induccion de
citocinas (Bell y col 2005, 2006).

2.3.3TLR4

Es el primer receptor reconocido en mamiferos y es el mas estudiado.
Participa en el reconocimiento de LPS, componente esencial de las bacterias
Gram (-). Para emitir las sefiales necesarias en el inicio de la respuesta inmune
requiere otras moléculas adicionales; el LPS se une a una proteina de unién
presente en el suero, denominada LBP, y forma un complejo que es reconocido
por el CD14, una molécula anclada a la membrana por glucosilfosfatidilinositol
(GPI) que se expresa preferentemente en monocitos, macrofagos y neutrofilos
(Wright y col 1990). El CD14 es un receptor para LPS que se puede encontrar
soluble o unido a membranas. Por lo tanto cuando ingresan LPS se produce el
acercamiento fisico del CD14 y el TLR4 (Jian y col 2000). La MD2 que se
encuentra asociada al dominio extracelular del TLR4 aumenta la respuesta de
los receptores a los LPS. Aunque la MD2 no tiene un dominio transmembrana
permanece asociada a las células por su union al dominio extracelular de los
TLR4 (Shimazu y col 1999). La RP105 es otra proteina de superficie

involucrada en el reconocimiento de los LPS. Tiene un dominio extracelular
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estructuralmente similar a los TLRs y Se expresa fundamentalmente en células
B (Ogata y Miyake 2000).

También se relaciona con el reconocimiento de ligandos endogenos como las
proteinas de choque térmico HSP60 y HSP70. Este factor estresante se
incrementa durante la exposicion a radiaciones ultravioleta, quemaduras,
infecciones por bacterias y virus, asi como con la inflamacién que aparece en
la arteriosclerosis. Es uno de los factores que promueven la enfermedad
vascular en asociacién con infecciones como la inducida por Chlamidia
pneumoniae. El resultado de la union entre el ligando HSP60 con el TLR4
activa los macréfagos y las células dendriticas para secretar citocinas
proinflamatorias (IL12) y moléculas co-estimuladoras. Lo anterior representaria
una sefial de alarma y una reaccion de tipo TH1 (Gao y Tsan 2003). Como
otros ligandos enddgenos que activan al receptor; ante un dafo tisular,
aparecen diversos componentes de la matriz extracelular como fibronectina,
acido hialuronico y sulfato de heparina, que intervienen en la reparacion tisular.
Se ha demostrado que el dominio A de la fibronectina tiene actividad
inmunoestimulante similar a la de los LPS. El antimicotico taxol estimula los
TLR4. Otro ligando del TLR4 es la proteina de fusion del virus respiratorio

sincicial (Takeda y col 2003).

2.3.4TLR5

Su ligando natural es la flagelina de los microorganismos Gram (-), proteina
que permite el movimiento de los flagelos en el medio acuoso y la fijacién a las
células del huésped. Se expresa en la parte basal pero no en la apical de
las células epiteliales del intestino. También se ha observado que se expresa
en las células endoteliales intestinales del compartimiento subepitelial. La
flagelina activa las células epiteliales del pulmén induciendo la produccion de
citocinas inflamatorias. Esto demuestra la importancia que tiene el TLR5 en el
reconocimiento de microbios en las superficies mucosas. Ademas solo
reconoce flagelina de microbios patégenos como la Salmonella, pero no de
comensales como E. coli (Hayashi 2001 y Gewirtz y col 2001).
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23.5TLR7y TLRS8

Estructuralmente son muy semejantes. Reconocen como ligandos algunos
compuestos sintéticos. El TLR7 y el TLR8 de humanos reconocen compuestos
imidazoquinolinas, pero el TLR8 de raton no los reconoce (Jurk y col 2002). La
loxoribina (Heil 2003), y la bropiridina son inmunomoduladores que activan el
sistema inmune cutaneo al ser aplicados sobre la piel. Recientemente se ha
descrito que reconocen acidos nucleicos virales. Reconocen RNA de cadena
simple ricas en guanosina o uridina de virus como el VIH, virus de la
estomatitis vesicular y el virus de la influenza (Heif 2004; Diebold y col 2004).
Las células dendriticas que poseen receptores de TLR7 y TLR9 al ser

estimuladas producen grandes cantidades de INF-alfa.

2.3.6 TLR9

Este receptor es activado por DNA bacteriano y parasitario que contiene
dinucleotidos C-G no metilados (CpG), relativamente poco frecuente en el
genoma de los vertebrados. EI DNA de bacterias es un importante activador de
la respuesta inmune con expresion predominante de IL-12 y TNF-alfa en las
células dendriticas, con lo cual se polariza la respuesta inmune a TH1. La unién
con el DNA se produce en el endosoma (intracelular) a diferencia de los
receptores TLR1, TLR2 y TLR4 que lo hacen en la superficie celular. En los
queratinocitos, el TLR9 aumenta la capacidad celular para reaccionar frente
al DNA de moléculas patdgenas. (Takeda vy col 2003; Takeda y Akira 2005)
otros estudios demuestran que el TLR9 se localiza en el reticulo endoplasmico

de células dendriticas y macrofagos (Latz E y col 2004).

2.3.7 TLR10O

Poco se sabe acerca de este receptor, su gen se encuentra en el cromosoma 4
humano. Se cree que esta relacionado con TLR1 y TLR6. Se expresa en
células B. Aun se desconocen los ligandos relacionados con este receptor.
Puede formar dimeros con TLR2 y probablemente tenga cierta participacién en
el asma (Takeda y Akira 2005).
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2.3.8 TLR11

Este receptor se descubrié recientemente en el raton. Se expresa en células
epiteliales de vejiga. No se han identificado sus ligandos, y se ha demostrado
gue media una respuesta bacteriana anti-uropatogénica en raton. En humano
no es una proteina funcional. Se cree que esta proteina es inatil en el
desarrollo humano y que se ha perdido a través de la evolucion (Zhang y col
2004).

En el cuadro uno se describen las poblaciones celulares que expresan los

diferentes TLRs, su ligando y el origen de sus ligandos.
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Cuadro 1. Expresion de los TLR en poblaciones cefulares humanas y sus respectivos ligandos.

Receptor Expresion Ligandos Origen del ligando
TLR1 Mon, PMN, LB, MK, CD, LT Lipopéptidos triaciados Bacterias y Mycobacterium sgp.
TLR2 Man, PRN, CD, HE Lipoproteinas y lipopeptidas Warios microorgansmos
Peptidoglicanc
Acido Fpoteicoico Bacterias Gram posifivas
Lipoarabidomanan Mycobactenum spp.
Maodulina solulde en fenaol Staphylococcus epidermidis
Lipopoisacarides atipicos Leptospira interragans
Neizseria meningitidis
Parphyramonas gingivals
Glicoinosiolfosfolipidos, ghcolipidos TryDanasoma spp.
Parinias Neisseria spp.
Lipefosfogicans Leishmania major
Zymosan Hangos
Hemagiutining y otras protenas wrales  Citomegalovirus, virus de
la coromeningtis linfoctica,
VHS-1 y WVHE-Z, VHE, virus
del sarampion
TLR3 Mon, CO, LT, NK, epitefos,  ARN de doble cadena [dsARN) Virus (Reovirus y Flavivirus,
fibroblastos enire oiros)
TLR4 Mon, PMM, CD, MK, LB, LT, Lipopofsacarido Bactenas Gram negativas
Endotelio
Proteina de fusion Virus sincitial respiratorio
Profzinas de envoltura WHE, virus del tumer mamaric
de raton, virus Coxsackie, vins
del sarampion
H=PE0 Chiamydia preumaniae
TLRS Mon, PN, CD, MK, prostata,  Flagelina Listeria manocytogenses
higado, pulmen Bacterias Gram negafivas
TLR# Mon, CD, LB, ovario, pu'man Lipopeptidos diacilades Mycopiasma spp.
Acido Fpoteicoico Bacterias Gram posiivas
Zymaosan Hongos
TLRY Man, CD, MK, LB, bazo, ARM de cadena sencilla [ssARN) Influenza, VI=-1, sarampion,
TLRA puman, placenta Paraechovinus 1, dengue,
Corsackievirus, VEV, VHC,
Paramiovins
TLRS Men, GO, MK ADCN con motves CpG Bacterias y virus (Herpeswirus)
TLR10 Mon, CD, LB Desconocido Diesconacide

Mon: monocitos; PMN: polimorfonucleares nevirdfilos; CO: celulas dendriicas; LT linfocitos T; LE: linfocitos B; ME:
celulas asesinas naturales; VHS: virus herpes smple; VHC: virus de |a hepatiis C; VEV: vrus de |a estomatitis vesicular,
WIH-1: virus de [3 inmunodeficiencia humana, tipo 1.
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3. ANTECEDENTES

3.1 EMBARAZO Y TLRs.

En la actualidad poco se sabe acerca del papel de los TLRs durante el
embarazo. Holmlund vy col (2002), demostraron la presencia de TLR2 y TLR4
en placentas humanas normales a término por medio de tinciones
inmunohistoquimicas, estableciendo que en células del sinciciotrofoblasto y del
trofoblasto intermedio se expresan TLR2 y TLR4. Kumazaki y col (2004),
demostraron por medio de tinciones inmunohistoquimicas que el TLR4 se
localiza en células de trofoblasto extravelloso, trofoblasto intermedio y en
células de Hofbauer de placentas a término y pretermino. En placentas con
corioamnioitis se encontré que en células de Hofbauer hubo un aumento en la

inmunoreactividad comparadas con las placentas normales.

Los TLRs pueden interactuar con microorganismos que Se encuentran
presentes en el sitio de implantacién iniciando una respuesta inmune. Guleria y
Pollar (2000), sugieren que el trofoblasto puede funcionar como un miembro
activo del sistema inmune innato; ya que encontraron que las células del
trofoblasto del primer trimestre expresan TLR2 y TLR4 principalmente en
células del citotrofoblasto y del trofoblasto extravelloso, mientras que las
células del sinciciotrofoblasto del primer trimestre no expresan los TLRs. Esto
sugiere que la  placenta podria servir como una barrera altamente

especializada protegiendo el desarrollo del feto contra las infecciones.

En células del trofoblasto de primer trimestre se ha podido demostrar que el
TLR2 y TLR4 pueden mediar funciones diferentes; el TLR4 y sus ligandos
promueven la produccién de citocinas, mientras que TLR2 y sus ligandos
inducen apoptosis en ellas. Estos hallazgos sugieren que un patdégeno puede
promover directamente la muerte de células del trofoblasto a través del TLR2,
fendbmeno que se observa en algunas de las complicaciones durante el
embarazo (Abrahams y col 2004). Por lo anterior, se puede establecer que el

tipo de patdgeno y la activacion del receptor especifico son importantes en el
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tipo de respuesta generada por las células de la placenta. La placenta puede
distinguir entre los microorganismos comensales y patdgenos durante el
embarazo. Una vez iniciado un proceso infeccioso, las células del trofoblasto

positivas a TLRs, podrian promover una respuesta inmune.

3.2 SENALES DE LOS TLRs EN CELULAS DEL TROFOBLASTO

La funcién de los TLRs en la interfase materno-fetal es un &rea aun poco
explorada. Se sabe que las células del trofoblasto de placentas de término
pueden producir IL-6 e IL-8 después de unirse a zimosan o LPS que son
ligandos de TLR2 y TLR4 respectivamente. En células de trofoblasto a término
tratadas con LPS se induce la produccion de oxido nitrico con sus potentes
propiedades anti-microbiales y MMP-2 (Nakatzuka y col 2000). Estudios
realizados en células de trofoblasto de primer trimestre tratadas con LPS
demuestran la induccion de G-CSF y RANTES (Svinarich y col 1996). Se ha
podido demostrar que la activacion de TLR4 por LPS en células del trofoblasto
velloso y del citotrofoblasto del primer trimestre se lleva a cabo por las vias
clasicas de respuesta asociadas a este receptor, caracterizada por el aumento
en la produccion de citocinas pro y anti-inflamatorias. Estos estudios sugieren
que las células del trofoblasto pueden inducir funciones similares a las de las
células del sistema inmune innato, por el reconocimiento y respuesta a

componentes de microorganismos.

3.3 APOPTOSIS Y TLRs EN CELULAS DEL TROFOBLASTO

En muchos casos, una infeccion puede resultar en apoptosis y muerte de las
células infectadas, siendo un importante aspecto de defensa. Los
peptidoglicanos son el mayor componente de las bacterias gram-positivas y
ligandos para TLR-2. Se ha visto que la unibn del TLR-2 con los
peptidoglicanos falla en la autorregulacion de la produccion de citocinas en las
células del trofoblasto. Aunque la activacion de TLR-2 induce apoptosis en las
células de trofoblasto de primer trimestre (Abrahams y col 2004). Aliprantis y
Col (1999), demostraron que la unién del TLR2 con lipoproteinas bacterianas

tanto en la linea celular de monocitos THP-1 como las células epiteliales de
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riion conduce a la apoptosis. Otros estudios sugieren que en las células del
trofoblasto de primer trimestre, la via de apoptosis puede ser activada a través
de los heterodimeros TLR-2/TLR-1 o TLR-2/TLR-6 (Into y col 2004). Otros
estudios demuestran que la via de la apoptosis por medio del TLR-2 (Aliprantis
y col 2000), es a través de la activacion de caspasas, y la iniciacion de su via
intracelular es dependiente del dominio de muerte (DD) de MyD88. Reportes
recientes demuestran que el TLR-3 también media la apoptosis, dependiente
de FADD, pero de manera independiente de MyD88. Una sobre expresion de
TRIF induce apoptosis mediada por FADD, sin embargo, por la falta del
dominio DD en TRIF éste puede no interactuar con FADD para activar la
cascada de las caspasas, para que el TRIF puede activar la via de las
caspasas, es necesaria una interaccion con RIP (Han y col 2004). Hasta el
momento se desconoce si TLR-3 puede mediar apoptosis en las células del

trofoblasto.

3.4 INFECCION, TLRs Y COMPLICACIONES EN EL EMBARAZO

Diversas alteraciones en la regulacion de la apoptosis en la placenta parecen
estar asociadas con embarazos anormales (Jerzak 2002). Se ha observado un
aumento en la apoptosis del trofoblasto en embarazos complicados con
preeclampsia y con ruptura prematura de membranas (Ishahara y col 2002 y
Allaire 2000) y esto se acompafia con reduccion en la invasion del trofoblasto y
transformacion de las arterias espirales. Ademas, se ha observado aumento en

la apoptosis del trofoblasto en nacimientos pretérmino (Balkundi y col 2003).

Estudios clinicos muestran una asociacion entre infecciones intrauterinas y
partos pretérmino, preeclampsia y ruptura prematura de membranas. Por lo
tanto se propone que la expresion de TLRs en la interfase materno-fetal podria
tener un papel importante en el mecanismo de la patogénesis. Las bacterias
gram-positivas que expresan peptidoglicanos o &cido lipotecoico pueden
promover directamente muerte celular del trofoblasto a través de TLR-2
(Abrahams y Mor 2005). Diversos autores muestran en modelos animales que
embarazos complicados por la administracion de LPS de bacterias gram-
negativas, los LPS por medio del TLR-4, son el activador de las células del
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trofoblasto de primer trimestre para la produccion de niveles altos de citocinas,
incluyendo TNF-alfa y INF-gama (Bennet 2000; Vizi y col 2001;). Se ha
observado que las células del trofoblasto son altamente sensibles a las
citocinas, lo que sugiere que la expresion de TNF-alfa y el IFN-gama en la
placenta pueden inducir apoptosis celular del trofoblasto (Ho y col 1999;
Crocker y col 2001). Por lo tanto, si bien los LPS no son los que inducen
directamente muerte celular en el trofoblasto, la intensa respuesta inflamatoria
generada por otras células inmunes de la decidua o del trofoblasto seguidas
de su activacion pueden proveer una alternativa en el mecanismo de

induccion de muerte celular en el trofoblasto (Abrahams y Mor 2005).

3.5 TLRs E INMUNOLOGIA DEL PARTO PRETERMINO Y DE TERMINO

Durante el embarazo la inmunidad innata en la interfase materno-fetal se
encuentra en equilibrio, de manera tal que la respuesta inmune proinflamatoria
es altamente regulada para prevenir dafio inmunolégico del feto. Una alteracién
del delicado balance de las citocinas por bacterias o el aumento de otros
factores, aumenta la produccion de citocinas pro-inflamatorias, y activa

mecanismos que conducen a un parto prematuro.

Recientemente se han propuesto a los TLR2 y TLR4 como mediadores de la
inflamacion en la placenta y se ha sugerido un mecanismo mediante el cual
participan en el parto pretérmino y de término: El TLR2 y TLR4 se activan por
las proteinas de choque térmico HSP70, HSP60 y gp96 y aumentan la
produccién de citocinas pro inflamatorias por los macréfagos (Dybdahl y col,
2002; Asea y col, 2002; Vabulas y col, 2001, 2002). EI TLR4 puede ser
activado por la fibronectina inducida por el estrés y estimular la produccién de
MMP-9 por células THP-1 (Okamura y col 2001). El fibrinogeno extravascular
puede también modular la produccion de citocinas por los macréfagos via
TLR4 (Smiley y col 2001). Estas citocinas pueden aumentar la produccion de
otros mediadores de la inflamacién como prostaglandinas y métaloproteinasas
de matriz, asi como el reclutamiento de macréfagos y neutrdfilos, pudiendo
afectar diferentes tejidos. En el miometrio las prostaglandinas aumentan las

contracciones uterinas y las métaloproteinasas pueden contribuir al
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desprendimiento de la placenta. En el cervix estos mediadores causan
degradacion de la matriz extracelular ocasionando el borramiento y la dilatacion
del cervix. EI aumento de la actividad de las metaloproteinasas en las
membranas reduce la tension requerida para su ruptura. La progesterona y la
IL-10 actian como sustancias inmunosupresoras suprimiendo la cascada
proinflamatoria y otros reguladores como el TIMPs y PGDH también pueden
ser importantes en el embarazo prolongado. La habilidad de las células para
responder a mediadores enddgenos de la inflamacién es compatible con el
modelo de dafio inmunolégico. Este modelo se basa en que la inmunidad tiene
la capacidad de destruir los antigenos, pero también es capaz de producir
dano. Este modelo se basa en numerosas observaciones en donde el tejido
lesionado o0 necrosis se asocia con respuesta inmune exacerbada (Peltier
2003).
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Poco se sabe acerca de las funciones de los TLRs en el embarazo, sin
embargo, se ha sugerido que podrian participan en procesos inflamatorios en
las células del trofoblasto induciendo la produccion de citocinas, al ser
activados por diferentes ligandos. Los mas estudiados durante el embarazo son
el TLR2 y TLR4, localizados en membrana celular, que en procesos infecciosos
pueden ocasionan disturbios en la respuesta inmune local a nivel de la

interfase materno-fetal.

Se ha determinado la localizacion de TLR2 y TLR4 en pacientes normales y
con diferentes patologias agregadas a un embarazo como corioamnioitis 0
vaginitis, sin embargo hasta la fecha continGan las controversias del efecto de
su localizacion, pues algunos autores describen por inmunohistoquimica la
presencia de TLRs en placentas a término normales (Holmlund y col. 2002), y
otros solo detectan TLRs en placentas con corioamnioitis (Kumazaki y col.
2004). Kim y col (2005) establecen por inmunihistoquimica la presencia de
TLR4 en placentas a término y pretérmino de pacientes normales, con
preeclampsia y corioamnioitis, determinando la mayor expresion en las
placentas con preeclampsia. Estos autores no detectan diferencias en la
expresion de TLR2 en los diferentes grupos estudiados. Abrahams y col (2005),
describen la presencia de TLR3 y TLR4 en placentas de primer trimestre de
embarazo en el citotrofoblasto y en el sinciciotrofoblasto con un aumento
importante de citocinas. La expresion de TLR9 no se ha analizado en placentas

humanas.

Es importante considerar que durante el embarazo, aumenta la susceptibilidad
a las infecciones recurrentes en la madre, siendo estas de predominio
bacteriano. Ahora bien, la hipertensién arterial sistémica es una enfermedad
cronica degenerativa que se ha vuelto uno de los problemas de salud publica
mas frecuentes en Meéxico. En pacientes embarazadas, al cursar con
elevaciones de la presion arterial sistémica, genera un serio problema por el

descontrol metabdlico y hemodindmico que conlleva a la predisposicion de
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patologias en el tercer trimestre de embarazo, propiciando preeclampsia o
eclampsia, con la consecuente complicacién en la interfase materno fetal, que

puede ocasionar hasta la muerte en el binomio (madre-hijo).

También se ha descrito una asociacion entre las infecciones de las vias
urinarias, vaginales o intrauterinas con partos pretérmino, preeclampsia y
ruptura prematura de membranas. La posibilidad de que los agentes
infecciosos incrementen la expresion de los TLRs en la interfase materno-fetal
y puedan tener un papel importante en el mecanismo de la patogénesis de la
preeclampsia queda latente. De tal manera que para entender aun mejor el
papel de la inmunidad innata en la interfase materno-fetal, nos propusimos
determinar si existen cambios o diferencias en la expresion de TLR2, TLRS3,
TLR4 y TLR9 en placentas de pacientes normales y con preeclampsia.

En este trabajo estudiamos la localizacion por inmunofluorescencia de TLR2,
TLR3, TLR4 y TLR9 en placentas de pacientes normales a término y en
pacientes embarazadas a término con preeclampsia. Es importante mencionar
que, ademas de analizar la expresion de un mayor numero de TLRs en
comparacion con los estudios realizados hasta la fecha, la localizacion en la
célula de estos cuatro receptores es diferente ya que el TLR2 y el TLR4 se
localizan en la membrana celular, el TLR3 y el TLR9 son de localizacién
intracitoplasmica, los cuatro se unen a ligandos diferentes, por lo que se podra
tener un panorama mas amplio en la expresion y localizacion de estos TLRs,
aportando asi mas informacion atil para ayudar a entender ain mas las
posibilidades de actuar de la respuesta inmune innata en la interfase
materno-fetal durante el embarazo normal y en las pacientes con
preeclampsia. Se utilizo una metodologia mas sensible al emplear el
microscopio confocal, ya que se logra obtener una mayor sensibilidad para la
deteccion de los anticuerpos con inmunofluorescencia en comparacion con la
técnica de inmunohistoquimica no fluorescente; ademas se tiene la ventaja de

poder hacer co-localizacidon de los receptores.
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5. JUSTIFICACION

Existe controversia en relacion a la expresion localizacion y distribucion de
TLR2 y 4 en células del trofoblasto de placentas a término de embarazos
normales, y se ha sugerido un incremento en la expresion de TLR4 en
pacientes con preeclampsia y corioamnioitis. No se ha estudiado TLR9 en
placentas con preeclampsia. El TLR3 solo se ha detectado en placentas de
embarazos de primer trimestre. Ademas, existen reportes en la literatura en los
que se ha visto clinicamente una asociacion entre las infecciones intrauterinas
y la preeclampsia. Por lo que es posible que en condiciones en las que se
activa la respuesta inmune innata y se obtiene como resultado final un
incremento en citocinas proinflamatorias y proteinas de la fase aguda, exista

un aumento en la expresion de algunos TLRs.

6. HIPOTESIS

En las placentas de pacientes con preeclampsia, en las que existe un proceso
inflamatorio local en células del trofoblasto, la expresion de TLR2, TLR4, TLR3
y TLR9 estardn incrementados en comparacion con placentas de pacientes
normales, lo que conllevaria a un aumento en la respuesta inflamatoria en la

interfase materno-fetal.

7. OBJETIVOS

1.- Determinar la localizacion y distribucion de TLR2, TLR3, TLR4 y
TLR9 en placentas normales, por inmunofluorescencia y microscopia

confocal.

2.- Analizar si existen cambios en la expresion y localizacién de TLR2,
TLR3, TLR4 y TLR9 en placentas de pacientes normales con respecto a

las pacientes con preeclampsia.
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8. MATERIAL Y METODOS:

Se obtuvieron placentas de pacientes embarazadas a término de 38 a 40
semanas de gestacién normales (n=5), y de pacientes embarazadas a termino
con preeclampsia (n=5), previa autorizaciébn con consentimiento informado por
parte de las pacientes y con autorizacion del comité de ética de la institucion de
salud que las otorgd (Hospital General de Zona No. 60 y Hospital General
Regional No. 72 del Instituto Mexicano del Seguro Social). Las placentas fueron
conservadas en solucion fisiolégica a 4° C. para su traslado al laboratorio de

inmunologia en mucosas en la UBIMED de la FES-Iztacala.

De las placentas se obtuvieron 5 muestras de 1.0 cm. cubico de cotiledones
cercanos a la insercion de cordon umbilical. Se realizaron lavados con solucion
salina 3 veces con agitacion continua (80 rpm) por 15 minutos y se fijaron con
50 ml de sales de zinc (FSZ) realizando dos cambios de 48 h c/u (Gonzalez y
col 1991). Posteriormente se procesaron mediante la técnica histolégica de
rutina, deshidratando con alcoholes en concentracion creciente (70, 80, 90, y
100%) por 30 minutos c/u, para ser transferidos a liquido intermedio de
butanol por 24 h, seguido por inmersion en parafina 2 veces por 24 h c/luy

finalmente se incluyeron en Paraplast.

Se hicieron cortes a 5 micrometros en un microtomo de rotacion. Los cortes
fueron colectados en laminillas recubiertas con poli-L-lisina (Sigma, Chem. St.
Louis MO) al 10 % en agua desionizada, se desparafinaron en xilol (2x15
minutos cada uno), para después ser hidratadas en alcoholes decrecientes
(100, 90, 80y 70 %, 3 minutos cada uno). Se realizo la recuperacién antigénica
con urea al 5% en agua por 30 minutos a temperatura ambiente. Se bloquearon
con suero de bovino al 7% en PBS-Tritobn al 0.07% v/v durante 1 hora a
temperatura ambiente, y para permeabilizar se utiliz6 PBS-Triton X-100
0.07% v/v (Bio-Rad Lab. Ca) por 5 minutos. Las laminillas se incubaron por 24
horas a 4° C utilizando anticuerpos contra TLR2 (TLR2.3) Phicoeritrin (Santa
Cruz Biotechnology, CA,), TLR4 (HTA125) FITC (Santa Cruz Biotechnology,
CA,) TLR3 (TLR3.7) FITC (Santa Cruz Biotechnology, CA,), TLR9 Anti-humano
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PE (eBioscience, San Diego Ca.), a diluciones 1:50 con PBS-Triton X-100
0.07% v/v, una vez concluida la incubacion se deshidrataron en alcoholes
crecientes (70, 80, 90, 100 % 3 minutos cada uno), y se montaron en Entellan
(Merck, Darmstadt) vy fueron analizados con el microscopio confocal Leica

Microsystems (Leica, Wetzlar).

Las imagenes mostradas fueron las representativas para cada caso.
Adicionalmente se tuvo para cada caso un control negativo de placenta normal,
la cual se proceso con la misma metodologia pero sin agregar el anticuerpo,

para poder eliminar la autoflorescencia de las muestras.

Se midi6 la intensidad de fluorescencia de las placentas control y con
preeclampsia en 5 regiones diferentes con ayuda del software Leica confocal y
se analizaron los datos obtenidos con ANOVA de dos vias utlizando el

programa graphpad prism.
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9. RESULTADOS

En las placentas de las 5 pacientes con embarazos normales y en las 5 de
pacientes con preeclampsia, se detectd por inmunofluorescencia la expresion
de TLR2, TLR4, TLR3 y TLR9. Se encontraron diferencias en el patron de
localizacion e intensidad de reaccion de los distintos TLRs analizados. En
general, en las placentas controles se observdé que la expresion de TLR2,
TLR4, TLR3 y TLR9, fue menor en comparacion con lo observado en las

placentas de pacientes con preeclampsia.

La figura 1, muestra una vellosidad corionica normal, tefiida con la técnica de
hematoxilina y eosina, en la cual se pueden apreciar las diferentes estructuras

que la componen.

Al ser analizadas con la técnica de hematoxilina — eosina se observé un
notable aumento en la densidad del estroma velloso y el nUmero de nodos
sinciciales en las placentas con preeclampsia en comparaciéon con placentas

control (Fig.2).

La expresion de TLR2 en las placentas control se limita a la zona apical de las
células del trofoblasto con minima expresion en el endotelio vascular, mientras
que en las placentas con preeclampsia fue detectado en el trofoblasto (sincicio)
abarcando todo el entorno celular y muy notorio en el endotelio vascular del

estroma (Fig. 3).

La expresion de TLR4 en las placentas control fue menos intensa tanto en el
trofoblasto como en el endotelio vascular a diferencia de lo observado en las
placentas con preeclampsia, las cuales mostraron un aumento evidente en la
expresion de este receptor tanto en el trofoblasto como en el endotelio vascular

del estroma de la vellosidad (Fig. 4).

Cuando se analizé la expresion simultanea de los dos receptores (Fig.5), se
observa que existe una co-localizacion del TLR2 y TLR4, lo que significa que

ambos receptores se estan expresando en el mismo sitio, tanto en las células
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del trofoblasto como en el endotelio vascular del estroma, aunque se pudo
apreciar que el TLR2 predomina en el endotelio vascular, con un aumento

notorio de la intensidad en la expresién en placentas con preeclampsia.

El TLR3 en placentas control se expresa en la zona apical de las células del
trofoblasto con minima expresion en el endotelio vascular. En placentas con
preeclampsia, se observa un marcado aumento en la expresion en el sincicio

y se expresa con mayor intensidad en el endotelio vascular (Fig. 6).

El TLR9 en placentas normales y en placentas con preeclampsia se expresa
en el trofoblasto y en el endotelio vascular aunque hay una gran diferencia en
cuanto a la intensidad de la expresién observando que es mayor en las

placentas con preeclampsia (Fig. 7).

Al analizar la expresién conjunta de los receptores TLR3 y TLR9 (Fig. 8), se
detecta una co-localizacién de ambos, lo que significa que los dos receptores
estan localizados en el mismo sitio, tanto en las células del trofoblasto como en
el endotelio vascular del estroma. Sin embargo, en el endotelio vascular se
aprecia una mayor intensidad en la expresion del TLR9 tanto en las placentas

control como en las placentas con preeclampsia.

El andlisis estadistico de la intensidad de inmunofluorescencia confirmo que la
expresion de los TLR2, 3, 4, y 9 es significativamente mayor en las placentas

con preeclampsia con respecto a los controles (Fig. 9).
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VELLOSIDAD CORIONICA

Nodo Sincicial

Vaso Sanguineo

Trofoblasto
(Sincicio)
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Endotelio Vascular

Figura 1. Muestra la estructura de las vellosidades coridnicas de una placenta a término tefiida
con hematoxilina y eosina. (500x).

PLACENTAS CON LA TECNICA DE H-E

oy

Fig. 2. Placenta control (A) y placenta con preeclampsia (B) con H-E. Se observa la
diferencia en relacion a la cantidad de nodos sinciciales (flechas rojas) y densidad del
estroma (flechas verdes). (1000x).
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PLACENTA CONTROL TLR 2 PLACENTA PREECLAMPSIA TLR 2

Fig. 3. La expresion de TLR 2 en placenta control (A) y con preeclampsia (B). Es menor la
expresion en las placentas control en comparacién con las placentas de paciente con
preeclampsia predominando en el trofoblasto (flechas amarillas) y en el endotelio vascular
del estroma (flechas blancas)

PLACENTA CONTROL TLR 4 PLACENTA PREECLAMPSIA TLR 4

Fig.4. Expresion de TLR 4, en placenta control (A) y placenta con preeclampsia (B). Es
menos intensa en las placentas control, con aumento notorio en el endotelio vascular del
estroma (flechas blancas) y el trofoblasto (flechas amarillas) en las placentas con
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PLACENTA CONTROL TLR 2-4 PLACENTA PREECLAMPSIA TLR 2-4

Fig. 5. Co-localizacién de los receptores TLR2 y TLR4 (flechas amarillas). Placenta control (A)
y placenta con preeclampsia (B) observando aumento de la expresién en las placentas con
preeclampsia en comparacion con las placentas control, ademas se observa predominio de
TLR2 en el endotelio vascular (flechas rojas).

PLACENTA CONTROL TLR 3 PLACENTA PREECLAMPSIA TLR3

Fig. 6. Expresién y localizacion del TLR3 en placenta control (A) y con preeclapsia (B). Con
diferencia en las expresion predominando en las placentas con preeclampsia en el sincicio
(flechas amarillas) y en el endotelio vascular (flechas blancas) en comparacion con las
placentas control.
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PLACENTA CONTROL TLR 9 PLACENTA PREECLAMPSIA TLR9

Fig. 7. Expresién y localizacion de TLR9 en placenta control (A) y con preeclampsia (B), de
predominio en trofoblasto (flechas amarillas) y en el endotelio vascular del estroma (flechas
blancas).

PLACENTA CONTROL TLR 3-9 PLACENTA PREECLAMPSIA TLR 3-9

4 HIm

Fig. 8. Distribucién de la expresion de los TLR3 y TLR 9 en pIcentas.ControI (A) y en
placenta de pacientes con preeclampsia (B), obsérvese la co-localizacion de TLR3-9 (flechas
amarillas), y la localizacién de TLR9 en el endotelio vascular del estroma (flechas rojas)
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TRLs en Placenta Humana
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Figura 9. Diferencias en la expresion de los TLRs en placentas control y con preeclampsia. La
intensidad de fluorescencia relativa se calculo en 5 diferentes areas de cada corte de las
placentas con el software Leica con focal. En los datos presentados se representan como la
media de la intensidad de fluorescencia + la desviacion estandar de las 5 placentas por grupo.
Los datos se analizaron con una anova de dos vias usando el programa graphpad prism.

(*) Indica las diferencias significativas (p< 0.001) para cada TLR con respecto a su expresion

en placenta control.
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10. DISCUSION

En el presente trabajo se logré determinar mediante la técnica de microscopia
confocal la presencia de TLR2, TLR4, TLR3 y TLR9 en todas las placentas
analizadas, tanto de embarazos normales como de preeclampsia. En ambos
grupos se observd que la distribucion de los receptores se presentd
preferentemente en el trofoblasto (sincicio) y en el endotelio vascular del
estroma velloso. En la mayoria de los casos se detecta un claro aumento en
la expresion de los receptores en las placentas con preeclampsia con respecto
a las placentas control. Aunque una de las placentas control examinada
mostrO una expresion similar a la observada en las placentas con
preeclampsia. Asimismo, se pudo apreciar que es mayor la expresion de TLR2

y TLR9 en el endotelio vascular del estroma velloso.

Mediante microscopia confocal también se logr6 determinar que existe una
colocalizacion de los receptores TLR2 y TLR4 asi como de TLR3 y TLR9,

hallazgos que no se habian descrito.

Algunos estudios con inmunohistoquimica sugieren la presencia de TLR4 en
citotrofoblasto y sinciciotrofoblasto en placentas de pretérmino con y sin
proceso infeccioso. En placentas a término existe controversia, ya que algunos
autores han descrito que el TLR4 se localiza en trofoblasto extravelloso de
placentas con proceso infeccioso, pero no en placentas normales (Kumazaki y
col. 2004), mientras que Holmound y sus colaboradores (2002) establecen una
fuerte inmunoreactividad de TLR2 y TLR4 en trofoblasto de las vellosidades de
placentas normales, y detectan que en cultivo de placentas normales
estimuladas con lipopolisacarido (LPS) o zymosan se induce la produccién de
IL-6 e IL-8 sin que se modifique la expresion de los TRL. Mientras que
Abrahams y col 2005, determinan la presencia de TRL3 y TLR4 en placentas
de primer trimestre de embarazo en el citotrofoblasto y en el sinciciotrofoblasto
con un aumento importante de citocinas. En este trabajo se determiné la
presencia de TRL3 y TLR9 en placentas a término normales y con

preeclampsia, observando una expresion en ambos pero con un aumento
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notorio en las placentas con preeclampsia, logrando establecer que se
colocaliza, mientras que en el endotelio vascular se expresa mas el TLR9 que

el TLR3 por lo que ambos pueden tener relevancia en el curso del embarazo.

Al analizar por inmunohistoquimica la presencia de TLR2 y TLR4 en placentas
pretermino normales, con corioamnioitis y con preeclampsia (Kim y col 2005)
se encontro que la presencia de TLR4 tuvo una expresion altamente elevada
en placentas con preeclampsia, en comparacibn con los otros grupos
estudiados, mientras que con TLR2 no encontraron diferencias significativas
en los diferentes grupos estudiados. En el presente trabajo se determino la
presencia de TLR2 en placentas control con un marcado aumento en la
expresion en placentas con preeclampsia, y se pudo apreciar que existe una
colocalizacion tanto en el trofoblasto como en el endotelio vascular de TLR2 y
TLR4, y que el TLR2 se expresa mas en el endotelio vascular de ambas
placentas por lo que nuestros resultados difieren de lo establecido por estos

autores.

Con la técnica utilizada de microscopia confocal se logra tener una mayor
sensibilidad en la deteccion de receptores, permitiendo ademas  determinar
la localizaciébn de una o mas moléculas en la célula, para ello la molécula debe
estar marcada con fluorescencia, lo que nos permite hacer colocalizacion de
receptores, en comparacion con la técnica de inmunohistoquimica que utiliza
un microscopio convencional. Las imagenes del microscopio confocal son
notablemente superiores a las que se obtienen con el microscopio
convencional (Sanchez 2007), y las diferencias se pueden explicar por la

sensibilidad de la técnica en comparacion con las utilizadas por otros autores.

Se sabe que en las placentas de pacientes con preeclampsia existen cambios
histopatoldgicos caracterizados por el aumento en la densidad del estroma
velloso, aumento en el nimero de nodos sinciciales o fendmeno de Teny Park
(Heazell y col. 2007) y endoarteritis de los vasos sanguineos como
consecuencia de hipoxia celular. Nuestros resultados indican que existe un
claro aumento de los TLRs en la preeclampsia, es entonces determinante el

saber si estos cambios histopatologicos pudieran estar dados por el aumento
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de los TLRs o si los cambios descritos condicionan el aumento en la expresion
de los receptores, y si de alguna manera se pueden ligar a la patogenia de la

preeclampsia.

Probablemente en presencia de un proceso infeccioso en la placenta se
produce un aumento en la expresion de receptores Toll que al ser estimulados
por sus diferentes ligandos como lipopolisacaridos, lipopéptidos, lipoproteinas,
proteinas de choque térmico etc., la respuesta inmune innata en la unidad feto
placentaria genera una reaccion inflamatoria aguda local mediada por las vias
clasicas de MyD88, TICAM y TIRAP, obteniendo finalmente sintesis y
liberacion de IL-6, IL-12, TNF-alfa y el IFN-gama en el trofoblasto, y
probablemente mediante este proceso se ligue a dichos receptores con la
patogenia de la preeclampsia.

Se sabe gue en la preeclampsia las células del trofoblasto tienen acelerado el
proceso de apoptosis cuyos principales protagonistas son las caspasas de las
cuales la caspasa 3, caspasa 6, Yy caspasa 7 se unen a una variedad de
proteinas vitales celulares, incluyendo enzimas reparadoras de DNA, laminas
nucleares y proteinas del citoesqueleto; lo que puede explicar las
caracteristicas de la apoptosis tales como condensacion nuclear, debilitamiento
de la membrana, y encogimiento celular. Histolégicamente la apoptosis se
caracteriza por el aumento de nodos sinciciales (Alexander y col 2000;
Haesel Y col. 2005), y si el patron de expresiéon de TLR3 y TLR4 es detectado
en este trabajo predominantemente en el sincicio, y en los nodos sinciciales,
entonces se puede sugerir que en las células apoptoticas estd aumentada la
expresion de los TLR3 y TLR4, y si estos dos receptores y el TLR2 participan
induciendo el proceso de muerte celular programada en células del trofoblasto
mediante la expresion de TNF-alfa (que es un potente inductor de apoptosis en
el trofoblasto) y el IFN-beta los cuales tienen efecto apoptotico, al unirse el
TNF-alfa a su receptor TNF-R1 (Ho y col, 2001; Crocker y col, 2001), se
desencadene la cascada de las caspasas. Es entonces muy probable que se
conjunten la respuesta inmune innata y el proceso de apoptosis por las
diferentes vias de accién de los TLRs y actien en la interfase materno fetal

para dar inicio a la patogenia de algunas enfermedades ligadas al embarazo
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como la preeclampsia, el retardo en el crecimiento fetal y el desprendimiento
prematuro de la placenta asi como los partos prematuros, a donde el comun
denominador de estas patologias es la funcion y desarrollo anormal de la
placenta. Por lo tanto y en base a lo descrito podemos sugerir que una
deteccion oportuna de las infecciones en las pacientes embarazadas y un

tratamiento oportuno podrian disminuir los riesgos.

Pero serd necesario seguir investigando la respuesta inmune innata en la
interfase materno fetal para poder establecer la participacion real de estos
receptores en la patogenia de la preeclampsia y probablemente en otras
enfermedades ligadas al embarazo como el desprendimiento prematuro de
placenta, el retardo en el crecimiento fetal etc.
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11. CONCLUSIONES

Por los resultados obtenidos en el presente trabajo podemos concluir:

+

Hay expresion del TLR2 y TLR4 tanto en placentas normales como en
placentas con preeclampsia.

Es evidente el aumento en la expresion de TLR2 y TLR4 en las placentas
con preeclampsia en comparacion con las normales.

Existe una colocalizacién de receptores TLR2 y TLR4 en trofoblasto y en
endotelio vascular del estroma velloso.

Predomina el TLR2 en el endotelio vascular y en el estroma.

Hay expresion de TLR3 y TLR9 en placentas normales y en placentas con
preeclampsia, con aumento en la expresion en las placentas con
preeclampsia.

Existe co-localizacion de receptores TLR3 y TLR9 en el trofoblasto, pero
se pudo apreciar que el TLR9 se expresa en mayor proporcion en el

endotelio vascular del estroma y en el estroma.

12. PERSPECTIVA

De existir una verdadera relacion entre TLRs - infeccion - preeclampsia, sera

entonces necesaria una verdadera prevencion y una deteccién oportuna de los

procesos infecciosos en las pacientes embarazadas.
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