Invest Clin 46(1): 25 - 35, 2005
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(CXCR-4 y CCR-5) en placenta humana
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Resumen. La interfase materno-fetal posee un Sistema Inmunitario (SI)
activo cuyos mediadores —células, citocinas y quimiocinas—, intervienen coor-
dinadamente para favorecer el desarrollo normal del embarazo. No se conoce
con exactitud cuales de esos mediadores estidn presentes en cada estrato celu-
lar de la placenta y cuales pueden ser las consecuencias fisiologicas o poten-
cialmente patoldgicas derivadas de su presencia. Se sabe que las quimiocinas
reclutan hacia la decidua células con actividad reguladora y algunos de sus re-
ceptores son correceptores para agentes infecciosos como el VIH, por lo que
en los altimos afos ha cobrado gran interés investigar la expresion de quimio-
cinas y sus receptores en la interfase materno-fetal. En el presente trabajo se
investigd la expresion de los receptores de quimiocinas (CXCR-4 y CCR-5) en
8 muestras de placenta humana normal obtenidas de embarazos a término, de
bajo riesgo obstétrico, utilizando técnicas de Inmunocitoquimica (Biotina-Avi-
dina-Peroxidasa). El hallazgo mas relevante de este estudio es la demostracion
de la expresion diferencial de CXCR-4 y de CCR-5 en trofoblasto, estroma y
endotelio, y representa, hasta donde conocemos, el primer reporte de la pre-
sencia de estos receptores en todas las capas del tejido placentario. Estos re-
sultados contribuyen a ampliar ¢l conocimiento sobre la expresion de recepto-
res de quimiocinas —que actiian como correceptores fundamentales en la in-
feccion por VIH-, en la interfase materno-fetal, y puede ser un aporte a ser to-
mado en cuenta en el estudio de la transmision vertical de ese agente infec-
¢ioso.
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Abstract. The maternal-fetal interphase has an active Immunitary System
(IS) whose mediators —cells, cytokines and chemokines— coordinately act to
favour pregnancy normal development. It is not known exactly which of those
mediators are present in each placental cellular stratus and what the physio-
logical or potentially pathologic consequences derived from their presence
can be. It is known that chemokines recruit cells with regulatory activity to-
wards the deciduous and some of their receptors are coreceptors to infectious
agents like HIV, making research of chemokines expression and their recep-
tors in the maternal-fetal interphase of great interest in recent years. In the
present study, the CXCR-4 and CCR-5 expression was investigated in 8 sam-
ples of normal human placenta obtained from term pregnancies, with low ob-
stetric risk, by wusing Immunocitochemical techniques (Biotin-Avidin-
Peroxidase). The most relevant finding in this study was the demonstration
that CXCR-4 and CCR-5 differential expression in trophoblast, stroma and en-
dothelium represents, as far as we know, the first report of the presence of
these receptors in all layers of placental tissue. These results help to broaden
the knowledge about the expression of chemokines receptors —that act as
main coreceptors in the HIV infection— in the maternal-fetal interphase, and
this can be a contribution to be taken into account in the vertical transmis-

sion study of this infectious agent.

Recibido: 30-09-2003 Aceptado: 09-09-2004.

INTRODUCCION

En lo que concierne a la reproduccion
humana, el Sistema Inmunitario (SI), sisté-
mico y endometrial, ejerce varias funciones
de gran importancia. En primer lugar, con-
tribuye con todos los aspectos de la evolu-
cion fisiologica del embarazo, como la im-
plantacion, la tolerancia fetal y el trabajo
de parto (1). En segundo lugar, interviene
en la defensa frente a agentes infecciosos
que pueden atacar la interfase materno-fe-
tal, y en tercer lugar, persigue evitar el re-
chazo del alotransplante fetal (2, 3). En la
respuesta inmunitaria (RI) local participan
los tejidos maternos y los fetales. En ella in-
tervienen los linfocitos T, las c¢élulas NK, los

macroéfagos, las citocinas y el trofoblasto
(4, 5). En los tltimos anos se ha enfocado
la atencion sobre el papel que juegan las ci-
tocinas y quimiocinas como mediadoras de
la evolucién fisiologica del embarazo, asi
como, en la finalizacion del embarazo a tér-
mino y pre-término (6 -10). En particular,
las quimiocinas estan implicadas en el re-
clutamiento de células NK, linfocitos T y
macroéfagos, todas de gran importancia en
la fisiologia de la interfase materno-fetal,
ademas se ha reportado que la decidua pro-
duce numerosas quimiocinas y expresa sus
correspondientes receptores, por lo que se
piensa que estas moléculas pueden jugar un
importante papel en el desarrollo normal
del embarazo (11).
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Los receptores de las quimiocinas son
una gran familia de proteinas transmem-
brana, que poseen 7 dominios, se acoplan
a la proteina G y se expresan en diversas
células linfoides y no linfoides. Los linfoci-
tos T, B, NK, las células dendriticas, las cé-
lulas accesorias del SI, las células epitelia-
les y endoteliales, y las células nerviosas,
poseen diferentes tipos de receptores de
quimiocinas (12). Esta clase de receptores
se caracteriza por establecer enlaces tanto
especificos como promiscuos con las molé-
culas de union (13). CCR-5 es un receptor
de B-quimiocinas que interactiia con
MIP-1a (CCL3), MIP-1B (CCL4) y RANTES
(CCLS), e interviene, principalmente, en el
reclutamiento de monocitos, linfocitos, cé-
lulas dendriticas, eosinéfilos, basofilos y
células NK, mientras que, CXCR-4 es un re-
ceptor de a-quimiocinas, menos promiscuo
que el anterior, ya que interactiia casi ex-
clusivamente con SDF-1a/f (CXCL12)
(14-16). La unién de CXCR-4 con su recep-
tor favorece el reclutamiento de neutrofi-
los, linfocitos T y B, y células dendriticas.
Ademas, se ha reportado que esta unién
cumple un importante papel en la hemato-
poyesis, organogénesis, vascularizacion y
embriogénesis (17). CCR-5 y CXCR-4, jun-
to con otros receptores de quimiocinas
como CCR-2 y CGCR-3 son correceptores
para el Virus de la Inmunodeficiencia Hu-
mana (VII) (18, 19).

Existen numerosos estudios sobre la
expresion basal de CCR-5 y CXCR-4, tanto
en células placentarias normales como en
el contexto de la transmision vertical del
VIH y otras patologias infecciosas. Estos re-
portes son muy controversiales (20-33).

En el presente trabajo, se estudio el
patrén de expresién de los receptores
CCR-5 y CXCR-4 en tejido placentario hu-
mano normal, obtenido de mujeres con
embarazo a término de bajo riesgo obsté-
trico.

MATERIALES Y METODOS

Previo consentimiento informado, se
procesaron 8 placentas provenientes de mu-
jeres con embarazo a término, de bajo ries-
go obstétrico de acuerdo con su control
pre-natal. De cada placenta se obtuvo una
muestra (cotiledén), la cual fue fijada en
una solucién de formaldehido en Buffer
Fosfato Salino (PBS) al 10% (pH 7,4) y pos-
teriormente incluida en parafina.

Los bloques de tejido parafinado fue-
ron cortados en secciones de 5 um. Las
secciones fueron colocadas en laminas por-
ta objeto pre-tratadas con poli-L-lisina
(PLL) a una dilucién 1:10. El procedimien-
to inmunohistoquimico fue realizado se-
gun el método de la Biotina-Avidina-Pero-
xidasa (Vector Lab. U.S.A.). Las secciones
previamente parafinadas y fijadas en for-
malina fueron desparafinadas con xilol, y
luego rehidratadas y lavadas con PBS. Des-
pués de bloquear la actividad endégena de
la peroxidasa con metanol-peroxido al 3%
durante 5 minutos y los sitios de enlace de
las proteinas con suero de caballo normal
durante 40 minutos, la muestra de tejido
fue incubada por 40 minutos con los anti-
cuerpos primarios: anti-CCR-5 y
anti-CXCR-4 humanos (R & D Systems,
U.S.A)), diluidos en PBS pH 7,4, para al-
canzar concentraciones de 10 pg/mL y
20ug/mL, respectivamente.

Después de lavar con PBS, las seccio-
nes de tejido fueron incubadas, a tempera-
tura ambiente, durante 40 minutos con
50 ug/mL del anticuerpo conjugado a bioti-
na, anti-IgG de ratén (Vector Lab. U.S.A)).

Los sitios de actividad de la peroxidasa
fueron visualizados después de incubar por
4 minutos con el cromégeno Novared (Vec-
tor Lab. U.S.A.). Las secciones de tejido
fueron coloreadas con Hematoxilina Eosina
Gill“s (Vector Lab. U.S.A) durante 5 minu-
tos, lavadas y secadas. Finalmente, las sec-
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ciones de tejido fueron cubiertas con el me-
dio de inclusiéon rdpida para microscopia
(Entellan) (Merck, KGaA. Alemania) antes
de la colocacion del cubreobjeto.

Los controles negativos fueron prepa-
rados de la misma forma, pero reemplazan-
do el anticuerpo primario con un anticuer-
po irrelevante.

Para el analisis de las imagenes mi-
croscopicas se establecié previamente un
patrén con los siguientes aspectos: 1. Se
consideré positiva la expresion de CXCR-4
o CCR-5 cuando el tejido tomé una colora-
cion pardo-rojiza o pardo-violacea produc-
to de la reaccion de 6xido reduccion expe-
rimentada por el cromégeno, en el sitio de
unién del anticuerpo primario con el anti-
geno (CXCR-4 o CCR-5 segan al caso) 2.
Se consideréd negativa la expresion cuando
el tejido tomo6 una coloracién violacea.
Esta apreciacion se llevé a una escala ordi-
nal para expresar la intensidad de la reac-
cion, tanto global como por capas (trofo-
blasto, estroma y endotelio), de la siguien-
te manera:

— Reaccién negativa ()

— Reaccion positiva, intensidad débil (+)

— Reaccién positiva, intensidad modera-
da (++)

100
90
80
70

60
50

% de Muestras

40
30
20
10

0

— Reaccion positiva, intensidad fuerte

(+++)

Las ldminas fueron procesadas el mis-
mo dia para ambos anticuerpos, y la obser-
vacion y andlisis de los cortes fue realizado
por tres miembros del personal del labora-

torio de manera independiente.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron expresados
en frecuencias relativas (%) = Error Estan-
dar (EE), segun localizacion e intensidad
del marcaje analizado. Se aplic6 la Prueba Z
para comparar las diferencias entre los por-
centajes (%) obtenidos, considerandose sig-
nificativos valores de P < 0,05

RESULTADOS

En la Fig. 1 se observa que CCR-5 se
expresO en 86+ 14% de los casos en el estro-
ma; 57 = 20% de los casos en trofoblasto y
43+ 20% de los casos en endotelio. La com-
paraciéon de los porcentajes de expresion
entre las diferentes capas muestra que, en
el estroma, la frecuencia relativa de expre-
sion fue significativamente (P < 0,05) ma-
yor a la observada en endotelio. No se ob-
servaron diferencias significativas al compa-

1

: —O— Trofoblasto
0 -- < -~ Endotelio

]

! _ {1 - Estroma

**Endotelio vs Estroma p < 0,05

Fig. 1. Frecuencia relativa de expresion de CCR-5 en placenta humana.
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rar la frecuencia relativa de expresion entre
trofoblasto y estroma asi como entre trofo-
blasto y endotelio.

La Fig. 2 muestra que CXCR-4 se ex-
presé en estroma en 87 = 10% de los casos;
63= 14% en trofoblasto y 37+ 14% en en-
dotelio. Este porcentaje de expresion fue
significativamente (P < 0,05) mayor en es-
troma que en endotelio y similar, desde el
punto de vista estadistico (P > 0,05), cuan-
do se compar6 la expresion en trofoblasto
con endotelio y estroma.

1007
90}
80}
70}

60} ) -

% de Muestras

40+
30+
20}
10¢

0

sob [ e e

La intensidad de la expresion fue varia-
ble para ambos receptores. En el caso de
CCR-5 (Fig. 3) fue de débil a moderada en
trofoblasto (43 y 14%, respectivamente) y
estroma (57 y 29%, respectivamente) y dé-
bil (42%) en endotelio. La intensidad de ex-
presion de CXCR-4 (Fig. 4) fue también
muy variable. En estroma, en 25% de casos
la expresion fue débil, 37% moderada y en
25% de fuerte intensidad. En trofoblasto la
expresion fue de 12,5 % de manera fuerte y
débil y en 38% de los casos de manera mo-

I:IZI —O— Trofoblasto
! --< - - Endotelio
— {1 - Estroma

**Endotelio vs Estroma p < 0,05

Fig. 2. Frecuencia relativa de expresion de CXCR-4 en placenta humana.
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Fig. 3. Intensidad de expresion de CCR-5 en placenta humana.
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Fig. 4. Intensidad de expresion de CXCR-4 en placenta humana.

derada, mientras que, en el endotelio fue
débil en 25% de los casos y 12% moderada.
La Fig. 5 muestra la coloracién pardo-rojiza
correspondiente a CCR-5 y la intensidad de
esa expresion en trofoblasto. La Fig. 6
muestra la tincién violeta tipica de un con-
trol negativo. En las Figs. 7 y 8 se muestra
la expresion de CXCR-4, en color pardo-roji-
zo, en las diferentes capas de la placenta.

DISCUSION

Las quimiocinas, por su propia natura-
leza, intervienen en el reclutamiento selecti-
vo de células que cumplen una funcion clave
en ¢l embarazo, pero, ademas, ejercen fun-
ciones en la diferenciacion del citotrofoblas-
to en la embriogénesis y en la angiogénesis
(9, 10, 26-28). El efecto de estos mediadores
se cumple a través de la interaccion con sus
receptores. Algunos de ellos, tales como
CXCR-4 y CCR-5 acttian como correceptores
del Virus de la Inmunodeficiencia Humana
(VIH) (18, 19). El reporte de estos hallazgos
ha generado gran interés en investigar los
patrones de expresiéon de los receptores de
quimiocinas CXCR-4 y CCR-5, en tejido pla-
centario, en la busqueda de una mejor com-
prension de los mecanismos de regulacion
de la respuesta inmunitaria en la interfase

materno-fetal y de la transmisién vertical
de la infeccién por VIH (30-32).

En este trabajo, se muestra que CCR-5
y CXCR-4 estan presentes en trofoblasto,
estroma y células endoteliales de placentas
provenientes de mujeres con embarazo a
término y bajo riesgo obstétrico. Esta ex-
presiéon es significativamente mayor en es-
troma que en endotelio, para ambos recep-
tores. Encontrandose, ademads, una intensi-
dad de expresién variable.

Estos resultados, concuerdan con los de
diferentes autores en cuanto a la expresion
de CXCR-4 en trofoblasto placentario normal
(20,21). Sin embargo, Bebhabani y col. (21)
no encontraron expresion de este receptor en
esa capa de la placenta. Por otro lado, a dife-
rencia de lo observado en este trabajo, ningu-
no de los grupos antes mencionados reporta,
claramente, la expresion de CXCR-4 en estro-
ma y endotelio placentario.

En cuanto a la expresiéon de CCRS5,
también existen descripciones controversia-
les. Asi, Douglas y col.(27), Al-Hartil y col.
(20), Behbahani y col.(21) reportan la au-
sencia de expresion de CCR-5 y de su ARN
en células trofobldsticas, tanto cultivadas
como in situ, pero, Bebhabani y col. reporta
expresion de CCR-5 en placentas de muje-
res con infeccién por VIH (21) y Tachutk y

Investigacion Clinica 46(1): 2005
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4

Fig. 5. Expresion de CCRS en trofoblasto con tinciéon pardo-rojiza, de moderada intensidad. Aumento
40x.

Fig. 6. Control negativo donde se observan estroma (A), endotelio (B) y trofoblasto (C), todas de co-
lor violdceo, indicando la ausencia de expresion de los receptores CCRS y CXCR4. Aumento
10x.

Vol. 46(1): 25 - 59, 2000



32 Bustamante y col.

]

Fig. 7. Expresion de CXCR4 en el estroma (A) y el trofoblasto (B) con intensa coloracién en par-
do-rojizo. Aumento 40x.

o

!

Fig. 8. Expresion de CXCR4 intensamente coloreado en el endotelio (A) y débilmente coloreado en el
estroma (B). Aumento 40x.
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col. en mujeres con infeccion por malaria
(26). Atanassakis y col.(28) e Ishii y col.
(29) reportan, al igual que este trabajo, ex-
presion de este receptor tanto en placenta
de ratones como en lineas coriocarcinoma-
tosas, respectivamente. Por otro lado, Mal-
donado Estrada y col. (30) muestran que
tanto CXCR-4 como CCR-5 se expresan en
el citoplasma de células de placentas nor-
males a término.

Varias razones pueden ser invocadas
para explicar la variabilidad de los diferen-
tes reportes. En primer lugar, la existencia
de un elevado reciclaje de estas proteinas,
variaciones interindividuales, edad gestacio-
nal, microambiente local de citocinas y pre-
sencia de agentes infecciosos (34). En se-
gundo lugar, las diferentes técnicas y méto-
dos utilizados por los diferentes grupos: cé-
lulas cultivadas o frescas, cortes al frio o pa-
rafinados, células tumorales o normales, in-
fectadas o no, y la naturaleza de los anti-
cuerpos monoclonales utilizados.

El hallazgo mas importante en el pre-
sente trabajo es la evidencia de la expresion
diferencial de CCR-5 y CXCR-4 en trofoblas-
to, endotelio y estroma, en las muestras de
tejido placentario normal a término estudia-
das. Siendo este, hasta donde conocemos, el
primer reporte de la expresion de ambos re-
ceptores en todas las capas placentarias.
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