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1. RESUMEN

La infeccién intrauterina es el principal factor de riesgo asociado al desarrollo de
ruptura prematura de membranas (RPM), patologia que complica el 10% del total de
los embarazos y hasta el 40% de los partos pretérmino. Existen evidencias clinicas y
epidemiolégicas que permiten suponer que el establecimiento y desarollo de un
proceso infeccioso a nivel cervicovaginal es una explicacion plausible para el
desarrollo de una infeccién intrauterina.

El ascenso de microorganismos patégenos desde la region cervicovaginal hasta
la coriodecidua y regién intramnidtica, dispara una red de sefales que coordinan la
defensa, sin embargo, también producen dafio selectivo e irreversible a las
membranas corioamnidticas humanas (MCH); parte de estas sefiales incluyen la
sintesis y secrecion de moduladores proinflamatorios y la degradacion selectiva de
distintos elementos de la matriz extracelular (MEC) que mantienen la estructura y
fuerza tensil que caracteriza a las MCH.

A pesar de la asociacién entre infeccion y RPM, no esta claro como y en que
magnitud contribuyen cada una de las poblaciones celulares que constituyen al
coricamnios en la respuesta ante un proceso infeccioso de esta naturaleza.

El objetivo de este proyecto fue evaluar la respuesta funcional de MCH viables y
funcionales ante el estimulo con Lipopolisacarido (LPS) y Streptococcus agalactiae
usando un modelo experimental que reproduce in vitro, mediante un sistema de dos
compartimentos independientes, la relacion y contacto entre los elementos

infecciosos y las diferentes poblaciones celulares.



Se utilizaron MCH con 37-41 semanas de gestacion, sin trabajo de parto activo ni
antecedentes clinicos o microbiolégicos de infeccion intrauterina; la membranas
fueron montadas en un Transwell®, el cual pemiti6 la formacién de un sistema de
cultivo con dos camaras. Las membranas se estimularon selectivamente en una o
ambas caras durante 24 h con 500 ng/mL de LPS 6 1X10° UFC de Streptococcus
agalactiae. Los marcadores proinflamatorios medidos fueron la IL-1B y TNFa
mediante ELISA; la secrecion y actividad gelatinolitica de las formas proenzimatica y
activa de la metaloproteasas de matriz extracelular (MMP's) MMP-2 y MMP-9 por
zimografia y ELISA y la concentracion de los inhibidotes tisulares TIMP1 y TIMP2 por
inmunoanalisis especificos. La estructura de las membranas fue evaluada
histologicamente.

=l principal modulador proinflamatorio que secretaron las MCH después del
estimulo selectivo con LPS fue el TNF«, el cual fue sintetizado principalmente por la
region coriodecidual como resultado del estimulo directo y en respuesta a una sedial
estimulatoria proveniente del amnios.

El estimulo con LPS tanto en la coriodecidua como en el amnios se tradujo en el
incremento significativo de la secrecion in vitro de proMMP-2 y proMMP-9
principalmente por la cara matema de las membranas. El analisis histolégico mostro
que 24 h después del tratamiento con el LPS, la capa compacta de las MCH
desarrollé extensa degradacion.

La coincubacion con el Streptococcus agalactiae favorecio la secrecion de la IL-
1B exclusivamente del lado de la coriodecidua, regién que también sintetiza la mayor

cantidad de proMMP-2 y proMMP-9.



Los patrones de secrecion de TIMP1 y TIMP2 no tuvieron cambios significativos
en ninguna de las modalidades de estimulacion con el LPS ni con el Streptococcus
agalactiae.

Los resultados indican que independientemente de la zona inicial de contacto, la
coriodecidua agrupa y coordina las sefiales proinflamatorias y prodegradativas que
se generan después del estimulo con LPS o Streptococcus agalactiae. ElI amnios
tiene la capacidad intrinseca para transducir sefiales de activacion hacia la
coriodecidua que favorecen una respuesta coordinada y que permite a las MCH
reaccionar diferencialmente al arribo de microorganismos patégenos, dependiendo
de la ruta primaria de contacto (amnios o coriodecidua) o de la naturaleza del
>stimulo (microorganismo completo o producto soluble).

Nuestros resultados suponen la existencia de una via de transporte y
senalizaciéon intermembranosa que permite entablar una activacion coordinada,

Cooperativa y bidireccional entre las distintas poblaciones celulares que constituyen

al coriloamnios humano.



2. ABSTRACT

Intrauterine infection is the main factor associated to the development of
Premature Rupture of Membranes (PROM) which complicates at least 10% of all
pregnancies and it is associated to 40% of preterm deliveries. There are clinical and
epidemiological evidences supporting that the presence of an infection process
iocated in the cervicovaginal region is a plausible explanation to the following
ascending intrauterine infection. The presence of pathogenic microorganisms in these
areas induces a proinflammatory network of signals that coordinates the defense;
however, all this also result in a selective collateral damage to the chorioamniotic
membranes (CM). Part of these signals includes the synthesis and secretion of
proinflammatory factors and extracellular matrix-degrading enzymes. The specific
reaction and contributions of the amniochorion to the infectious event is not fully
understood.

The aim of this study was focused in the characterization of the initial response of
full thickness human CM to selective stimulation with lipopolysaccharide (LPS) or with
Group B Streptococci (GBS) such a Streptococcus agalactiae. We used a two-
compartment experimental model that reproduces the potential relationships between
the infectious agents and the cell populations of amniochorion.

Full thickness membranes were obtained after delivery by elective cesarean
section from women at 37-40 weeks of gestation without evidence of active labor or
intrauterine infection. The membranes were mounted in a Transwell™ device,
physically separating the upper and lower chambers. The LPS (500ng/ml) or

Streptococcus agalactize (1%10° colony-forming units /ml) were added to either



amniotic or choriodecidual surface for 24 h. The accumulation of IL-1f and TNFa was
measured in both compartments using a specific ELISA; measurement of the
secretion and collagenolityc activity of proenzyme and active forms of MMP-2 and
MMP-9 was done by ELISA and zymography; the concentration of both human tissue
inhibitor of metalloproteinases TIMP-1 and TIMP-2 was calculated by specific
immunoassays.

TNFa was the main proinflammatory modulator secreted by the CM after
selective stimulation with LPS, this cytokine was preferentially secreted by the
choriodecidua, which responded to the direct stimulation or even when the amnion
side was stimulated. The endotoxin stimulus induced an increment of the in vitro
secretion of proMMP-2 and proMMP-9; however, this was significant only in the
choriodecidual zone. An extensive degradation of the connective tissue in the
compact layer of amnion was demonstrated 24 h after stimulation, independently of
the LPS primary zone of contact.

Stimulation with Streptococcus agalactiae induced a greater synthesis of IL-1p
only in the choriodecidua region, which was also the principal source of pro-MMP-9
and pro-MMP-2. On the other hand, the secretion profile of TIMP-1 and TIMP-2 was
not changed with any stimulus.

Taken together these resuilts indicate that the choriodecidua tissue is the key
tissue for response to LPS or Streptococcus agalactiae, including the secretion of
proinflammatory cytokines and extracellular matrix degradative enzymes. The
amnion plays an active role in recognizing of LPS or Streptococcus agalactiae, and it

has the capacity to transducer signals to the choriodecidua.



We may conclude that cooperative and bidirectional communication occur between
amnion and choriodecidua in response to an infectious insult, which include

intermembranous cytokine traffic and signaling between tissues.



3. INTRODUCCION

El inicio del trabajo de parto estd caracterizado por la conjuncion de factores
mecanicos, endocrinoldgicos (autdcrinos/paracrinos) e inmunolégicos producidos en
el dtero, placenta y membranas corioamnidticas, los cuales se coordinan con

senales de origen fetal.

El estudio del encendido y progresidn de este evento en diversas especies
animales, ha permitido comprender como cada uno de estos elementos se activan y

participan en el trabajo de parto en el humano (Keelan, y cols., 1997).

En forma general se acepta que el incremento significativo en el numero de
uniones Gap en el miometrio, indispensables para la instalacion de contracciones
uterinas sincronicas; el aumento en la expresion en Utero de los receptores para
oxitocina y el concomitante incremento en la sensibilidad miometrial a ésta; la
disminucion de los niveles de la subunidad G, resultado de la via de sefalizacion
de proteinas G por agonistas p adrenérgicos asociados a la relajacion y quiescencia
miometrial, son sélo algunos de los eventos que caracterizan el microambiente que

favorece el trabajo de parto (Casey y MacDonald 1988; Chalis y Smiths, 2001).

Por otra parte, la produccion de especies reactivas de oxigeno, prostaglandinas
(PGs), citocinas proinflamatorias y proteasas con afinidad por distintos elementos de
la matriz extracelular (MEC) de las membranas corioamniéticas humanas (MCH) y
otros tejidos uterinos han sido implicadas en el desarrollo y progresion del trabajo de

parto normal y pretérmino (Lappas y cols., 2003).



Si bien los eventos endocrinolégicos que coordinan la progresion del trabajo de
parto en el humano aun no han sido completamente caracterizados, el empleo de
modelos como el de la borrega, han pemmitido comprender que el incremento en la
concentracién de cortisol, producido por la adrenal fetal, se traduce en el aumento
en la produccion de PG's en las MCH y la decidua matema a través de una

regulacién positiva en la sintesis de la PG sintetasa (Challis y Smith y cols., 2001;

Gibb y Challis 2002).

Otra condicion caracteristica e indispensable en el trabajo de parto, es la
dilatacién del cérvix, la cual, mas alld de ser un evento fisico-anatémico, es el
resultado de una reaccion de tipo inflamatoria en el que diversas senales
nmunologicas se coordinan con elementos vaso activos como la PGE; y PGFza. ¥
factores quimiotacticos como la Interleucina-8 (IL-8), que juega un papel clave en la
quimiotaxis, activacion y degranulacion de granulocitos neutrofilicos en el estroma

cervical y miometrio (Elliot y cols., 2000; Kelly y cols., 2002; Meadows y cols., 2003;

Winkler, 2003).

De principio a fin, el embarazo es considerado un proceso inmunoldgico, a este
respecto se ha demostrado que diversas citocinas estan involucradas en el control
de los procesos de implantacion y desarrollo placentario; sin embargo, también existe
evidencia de que las citocinas juegan un papel clave en la red de sefales que
requlan las etapas medias y finales de la gestacion y que operan en la unidad
matemo-placentaria durante el proceso de gestacion normal, formando parte integral

de una red funcional de comunicaciones (Mitchell y cols., 1991;Bowen y cols., 2002;

Gibb y Challis, 2002).



El inicio del trabajo de parto se ha asociado al incremento en la expresion,
sintesis y secrecion de diversas citocinas proinflamatorias como el Factor de
Necrosis Tumoral a (TNFa) y las Intereucinas-1B (IL-1B8), 6 (IL-6) e IL-8 en tejidos
gestacionales tanto matemos como fetales; por ejemplo, esta etapa del trabajo de
parto se ha caracterizado por el aumento significativo en los niveles de ARNm de
IL-1B, IL-6 y del factor estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF) en cérvix y
miometrio (Sennstrom y cols., 2000; Kemp, y cols.2002); de IL-1B, IL-6 e IL-8 en la
coriodecidua (Osman y cols., 2003;Turner y cals., 2002.), y de IL-6, IL-1B y TNFo en
el liquido amnidtico (Romero y cols., 1988; Elliot, y cols., 2000). Simultdneamente,
estas citocinas actuan como reguladores de la expresion de otros mediadores que
favorecen el trabajo de parto, entre los que se encuentra la ciclo-oxigenasa -2 (COX-
Z) que modula la sintesis de PG’s en las etapas intermedias y finales del embarazo

principalmente en la coriodecidua (Ludin-Schiller y Mitchell 1991; Yan y cols., 2002;

Bowen y cols.,2002).

3.1 MEMBRANAS CORIOAMNIOTICAS HUMANAS (MHC)

El embrién humano desarrolla tejidos extraembrionarios accesorios, los cuales
incluyen a la placenta y a las membranas corioamniéticas que en conjunto proveen al

producto de diferentes mecanismos de intercambio, protecciéon y control de las

relaciones con su medio.

Las membranas fetales que delimitan la cavidad amnidtica, estan constituidas

por dos capas histoldgicas adosadas: el amnios y el corion; cada una de las cuales



esta formada por diferentes tipos celulares embebidos en una prominente MEC cuyo

principal componente es la colagena (Bryant-Greenwood, 1998 a)

Las MCH derivan su fuerza de la colagena y ésta a su vez de su estructura y
variedad, al menos 5 de los 12 tipos de colagena estan en el corioamnios y se

distribuyen en él de acuerdo a la funcion estructural que cumplen en las distintas

capas del mismo (Malak y cols., 1993; 1994).

Las MCH en conjunto, son una identidad anatémica sumamente compleja y
dindmica que secreta diferentes substancias hacia el liquido amniético y es capaz de
responder a diferentes sefales bioquimicas provenientes tanto del producto como

de la madre (Parry y Strauss 1998; Bryant-Greenwood, 1998b).

El amnios humano carece de vasos sanguineos y de inervacion, los nutrimentos
que requiere provienen del liquido amnidtico; la capa mas intema y cercana al
producto es el epitelio amnidtico constituido por células cuboideas ciliadas, las cuales
secretan colagena tipo Ill y IV y glicoproteinas como laminina, nidégeno y
fibronectina, las cuales constituyen y enriguecen a la membrana basal; adyacente a
ésta, se encuentra la capa compacta, constituida por tejido conectivo que forma un
tipo de esqueleto fibroso constituido principalmente por coldgena tipo I, lll, IVy VI, y
fibronectina; todos estos componentes, en conjunto, tienen como funcién mantener la
iIntegridad mecanica y funcional del amnios. La siguiente capa esta formada por
fibroblastos, células mesenquimatosas (las cuales secretan las colagenas
intersticiales | y Il de la capa compacta) y macréfagos, estos ultimos rodeados de

una MEC constituida basicamente por colagenas |, Il y VI que forman una red con



granulos de glicoproteinas (Kanayama y cols., 1985; Malak y cols, 1993; 1994;

Casey y McDonald, 1996).

La capa esponjosa o intermedia se localiza entre el amnios y el corion, tiene un
abundante contenido de proteoglicanos y colagena no fibrilar. Esta es la regién que
permite que el amnios se deslice sobre el corion absorbiendo el estrés mecanico
asociado a los movimientos fetales.

El corion es la zona histolédgica mas gruesa de las membranas fetales y tiene
mayor celularidad que el amnios. La porcion coridnica en contacto con la capa
esponjosa del amnios, es una estructura tipo membrana basal que delimita la capa
de trofoblastos y que, a diferencia de la placenta, no conforman un sincicio, pero si
establecen una barrera celular continua. Ademas de esta estirpe celular, es posible
encontrar cantidades variables de células con marcadores de leucocitos, que en su
mayoria son macréfagos, asi como fibroblastos, todos embebidos en una matriz
extracelular laxa con colagenas tipo |, Ill, IV, V, VI y proteoglicanos. La porcion final
del corion se interdigita con la decidua uterina (Figura 1) (Fortunato y cols., 1997,

Malak y cols., 1993; Parry y Strauss, 1998: Bryant-Greenwood, 1998 a)



Figura 1.Corte seminifino (1um) de una membrana corioamnidtica humana de 40 semanas de gestacion
obtenida mediante cesdrea programada incluida en EPON Yy tefiida con azul de toluidina al 0.5%. A. Corte
transversal (20X) en la que se distinguen las dos regiones adosadas que la constituyen: AMNIOS Y CORION.
El amnios esté constituido de un epitelio amniético ciliado que descansa sobre una membrana basal (a 40X); la
capa compacta esta formada de colagena tipo I, Ill IV y VI y fibronectina; inmersos en esta region estan
fibroblastos, células mesenquimales y macrofagos (b 40X); la capa esponjosa esté constituida de proteoglicanos
y colagena no fibnlar (c y d 40X). EI corion esta conformado por una zona epitelial delimitada por una
membrana basal rica en colédgena tipo IV (d 40X), los trofoblastos estan en estrecho contacto con la decidua
matema formada de células epiteliales especializadas (e 40X). Las fotografias 1-4 (2500X) muestra detalles de
las distintas regiones. 1. Epitelio cuboideo ciliado del amnios, su membrana basal y parte de la matnz
extracelular de la capa compacta. 2. Se aprecian fibroblastos embebidos entre las fibras de colagena que
forman una densa y fuerte red; 3 y 4 muestran poblaciones de trofoblastos, principal poblacién celular del corion.

3.2 RUPTURA PREMATURA DE MEMBRANAS (RPM)

Uno de los eventos que caracteriza a las etapas tardias del trabajo de parto
normal es la ruptura de las MCH, la cual junto con contracciones uterinas y dilatacién

del cuello del cérvix, preceden a la expulsiéon del producto. En la mayoria de los



casos, las membranas permanecen integras hasta que el cuello uterino desarrolla
dilatacién avanzada; sin embargo, en algunas mujeres, la ruptura de estas
estructuras se presenta en ausencia de todos los demas eventos que caracterizan el
trabajo de parto, lo que ha permitido identificar y caracterizar la existencia de la
patologia obstétrica denominada Ruptura Prematura de Membranas (RPM) que se

presenta en el 10% del total de los embarazos (Narcio-Reyes y cols., 1994; Bryant-

Greenwood y cols., 1998b).

Por otro lado, la RPM pretérmino describe un proceso en el que la ruptura se
presenta antes de la semana 37 de gestacion y esta asociada hasta con el 40 % de
todos los nacimientos pretérmino; en ambos casos, las consecuencias para el
“roducto son siempre adversas y riesgosas, por lo que estas patologias estan
asociadas a una elevada tasa de mortalidad y morbilidad matema e infantil (Narcio-

Reyes y cols., 1994, Bryant-Greenwood y cols., 1998b).

El mecanismo normal que condiciona la ruptura normal de las MCH, asi como el
que promueve la ruptura prematura son aln poco entendidos; sin embargo, a lo largo
de los ultimos anos se ha desarmrollado un panorama mas extenso que ha pemitido

entender que la RPM tiene un origen multifactorial (Shubert y cols., 1992; Keelan y

cols., 1997, Mercer 1998; Woods, 2001).

Factores dietéticos como concentraciones deficientes de vitamina C (Pfeffer y
cols., 1998; Casanueva y cols., 1998), la cual esta involucrada en el metabolismo de
la colagena y la expresion de las enzimas capaces de degradaria, asi como la
disminucién en la concentracion de Cu® en suero matemo y en cordén umbilical

(Artal y cols., 1979) han sido relacionados con el desarrollo de RPM.



Alteraciones genéticas asociadas a desdrdenes en el tejido conectivo como el
sindrome de Ehlers-Danlos causado por varios defectos en la sintesis y/o estructura
de la colagena, han sido relacionadas con el debilitamiento anomal de las

membranas fetales y el incremento en el riesgo de desarrollar RPM (Barabas, 1966,

Parry y Strauss, 1998).

El habito de fumar (Williamns y cols., 1992), los sangrados en el segundo
trimestre del embarazo (Ekwo y cols., 1993) y el uso de cocaina (Zimmermar y cols.,

1994) son también considerados factores de riesgo.

En gran parte de las ocasiones, la ruptura de las membranas se asocia a
aumento en la presion intrauterina (Al-Zaid y cols., 1980; Skinner y cols., 1981; Pamy
¢ Slrauss 1998); sin embargo, aunque el factor mecanico juega un papel importante,
existen evidencias que indican que las membranas que desarrollan ruptura
orematura son intrinsecamente “defectuosas” ya que las areas cercanas al sitio de
ruptura han sido descritas como morfolégicamente alteradas debido a que la relacion
entre el grosor y la masa celular de la interfase coriodecidual es anormal, o que
puede traducirse en cambios degenerativos (Vadillo-Ortega y cols, 1994; 1996;

Malak y cols.,1994; Parry y Strauss., 1998).

En un esfuerzo por deteminar si un defecto biomecanico en el corioamnios
explica la ocurrencia de RPM, diversos investigadores han estudiado la fuerza y
capacidad de resistir tension y extension de las MCH; los primeros reportes
sugirieron que las membranas fetales crecen activamente y sintetizan colagena

nueva solo hasta la mitad de la gestacion, punto a partir del cual las membranas



unicamente se estiran y acomodan conforme el crecimiento fetal avanza (Parmy-

Jones y Priya, 1976).

Estudios posteriores modificaron este concepto, ya que cultivos de celulas de
epitelio amniético obtenidos de MCH durante las intervenciones por cesarea,

indicaron que en la etapa final del embarazo estas células biosintetizan y secretan

activamente colagena (Aplin y cols. 1986).

En 1976 Artal y colaboradores midieron el grosor y resistencia de membranas a
téermino que se rompieron prematuramente y de membranas cuya ruptura coincidié
con el trabajo de parto; sus observaciones sugirieron que las MCH de ambos grupos
se adelgazaron cerca del sitio de ruptura sobre la placenta; sin embargo, aquellas
1ue desarrollaron ruptura prematura fueron mas delgadas y menos fuertes (Artal y

cols., 1678).

Aunque existe consenso en aceptar que hay factores mecanicos involucrados en
la RPM, hay controversia en lo relacionado a la posible asociacion con la disminucion
en el contenido de colagena; lo anterior se basa en el hecho de que el metabolismo
de la colagena juega un papel determinante en la patogénesis de este padecimiento

(Vettraino y cols., 1996).

En los primeros estudios se observdé que en las membranas que se rompen
prematuramente, existe un bajo contenido de colagena comparado con las
membranas normales (Skinner y cols., 1981); investigaciones posteriores han
corroborado estas observaciones solamente en aquellas membranas con periodos

de gestacion menores a las treinta semanas (Kanayama y cols., 1985).



Aunque otros estudios no pudieron demostrar la existencia de diferencias
significativas en el contenido de colagena entre las membranas normales y con RPM;
si fue posible correlacionar directamente este parametro con el tiempo que transcurre
entre la ruptura y el nacimiento. Ademas, el incremento en la actividad colagenolitica
y la elevada cantidad de colagena soluble, junto con la disminucion en la tasa de
sintesis de la misma, son caracteristicas de las membranas que se han roto

prematuramente (Vadillo-Ortega y cols.,1990).

A pesar de la publicacion de datos aparentemente contradictorios, existen
suficientes elementos para afirmar que en virtud de que la colagena es el principal
soporte estructural de las membranas coricamnidticas y de que la fuerza tensil de
»stas involucra el equilibrio entre la sintesis y la degradacion de los diferentes
:omponentes de la MEC, la disminucion en la cantidad y/o calidad de colagena, junto
con el incremento en la actividad colagenolitica, son factores asociados a la RPM

(Winkler y cols., 1999; Kanayama y cols., 1985; Paavola y cols., 1995).

3.3 METALOPROTEASAS DE MATRIZ EXTRACELULAR (MMP’s) Y RPM

3.3.1 MMP’s

La degradacion de la colagena esta mediada por una familia de endopeptidasas
llamadas metaloproteasas de matriz extracelular (MMP’s). Estas enzimas tienen
caracteristicas funcionales muy semejantes, todas ellas actian en condiciones
fisiolégicas y usan mecanismos cataliticos dependientes de Zn** y Ca®*'. Con

excepcion de la MMP-11, todos los miembros de esta familia son secretados como



proenzimas, las cuales son activadas en el espacio extracelular por otros miembros
de la familia o por diferentes proteasas extracelulares (Woessner y Nagase, 2000).

Las MMP’s hidrolizan al menos un componente de la MEC y en la mayoria de los
casos el catabolismo de los diferentes componentes de ésta, es el resultado de una
accién concertada entre varas enzimas (Salamonsen, 1996; Nagase y Woessner,
1999; Fortunato y cols., 2000a).

Los dominios caracteristicos de estas enzimas son: el peptido senal, localizado
en la region N-terminal y cuya funcién es dirigir la proteina hacia el lumen del
reticulo endoplasmico para que pueda ser exportada por la célula; el propéptido, de
aproximadamente 100 residuos de largo que se caracteriza por la presencia de un

eamento conservado de 8 a.a. (PRCG [C/N] PD) que puede ser cortado durante el
uroceso de activacion; el dominio catalitico que contiene el sitio activo cuya
cecuencia consenso HEXGHXXGXXHS permite la unién con un ién de Zn** a través

de los tres residuos de histidina y una molécula de agua (Woessner y Nagase, 2000)

(Figura 2).
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Figura 2. Estructura y dominios de algunos miembros de la familia de las MMPs.

De acuerdo al substrato por el que presentan mayor afinidad, las MMP’s han
sido divididas en cinco grupos: 1) colagenasas intersticiales 1,2, 3y 4 (MMP-1y
MMP-8, MMP-13 y MMP-18 respectivamente), cortan la triple hélice de las colagenas
I, lll, IX y XI; 2) gelatinasas A y B (MMP-2 y MMP-9 respectivamente), degradan la
colagena desnaturalizada (gelatina) y tienen una alta afinidad por las colagenas tipo
IV, V, VIl y X, elastina, fibronectina y proteoglicanos; estas enzimas tienen en su
region catalitica una secuencia tipo fibronectina repetida en triplete que les confiere
una elevada especificidad por los diferentes substratos; 3) estromelisinas 1, 2 y 3
(MMP-3, MMP-10 y MMP-11 respectivamente) degradan especificamente
proteoglicanos y fibronectinas; 4)matrilisina o MMP-7 que degrada fibronectina,

laminina, gelatina y elastina y es la mas pequena de las MMPs conocidas.
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Los miembros mas recientemente descritos y caracterizados dentro de la
familia de MMPs son 5) MMPs tipo membrana (MT-MMP) en cuya region C-terminal
tienen un dominio transmembranal que impide sean secretadas al medio extracelular.
Se han identificado al menos cinco miembros en esta familia; sin embargo, MMP-MT
1 (MMP-14), MMP-MT 2 (MMP-15) y MMP-MT 3 (MMP-16) son las enzimas cuyo
mecanismo catalitico ha sido mas estudiado, lo que ha permitido caracterizar la
existencia de una region con afinidad por furinas cercana al dominio catalitico, la
cual, les pemite involucrarse en los procesos de maduracion de otras proteinas
entre las que se encuentra la MMP-2, en cuyo mecanismo de activacion parece
estar también involucrada la accion de la MMP-MT5 (MMP-24) (Murphy y Docherty,
1992: Senior y Shapiro, 1992; Salamonsen, 1996).

_a MMP-19, MMP-20 y MMP-21 fueron originalmente descritas en Xenopus, sin
embargo, no se han caracterizado claramente sus capacidades cataliticas y perfiles

de actividad que permitan ubicarias en algln grupo conocido.
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[ ESTROMELISINAS | ESTROMELISINA 1 (MMP-3) Colagenas II, Ill, IV, IX, X. XI, gelatina,
proteoglicanos, elastina. fibronectina.
[ ESTROMELISINA 2 (MMP-10) Colagenas, Ill. IV, IV: gelatina, elastina, fibronecting.
[ ESTROMELISINA 3 (MMP-11) Laminina, fibronectina
MATRILISINAS MATRILISINA ( MMP -7) Fibronectina, laminina, gelatinay elastina
ELASTASAS ELASTASA DE MACROFAGOS (MMP-12) Elastina
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[ VT2 e (P15

MMP-20

Amelogenina
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MT3-MMP (MMP-16

Colagena lil, fibronectina, pro-MMP2

MT4-MMP (MMP-17

No determinado

MTS-MMP (MMP-24)

Pro-MMP-2

Figura 3. Miembros de las distintas familias de metaloproteasas y los sustratos por los que presentan mayor

afinidad.

3.3.2. INHIBIDORES TISULARES DE METALOPROTEASAS (TIMP’s)

La actividad de las MMP’s es modulada por los inhibidores tisulares (TIMP’s),

con los cuales forman un complejo estequiométrico (1:1) que impide su actividad

proteolitica mediante la unién al dominio catalitico de las enzimas.

Se han identificado al menos cuatro miembros en esta familia (TIMP1-TIMP4).

TIMP1 y TIMP2 presentan un patron de expresion inducible, mientras que TIMP3
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exhibe un patron constitutivo. EI mecanismo de regulacion de la expresion de TIMP 4
€s poco claro.

TIMP1 regula directamente la actividad de MMP-9, MMP-1 y MMP-8, mientras
que TIMP 2 |la de MMP-2. La actividad y funcién de TIMP 3y TIMP 4 son similares a
las que despliega TIMP1 (Gémez y cols., 1997; Woessner y Nagase, 2000). Entre
los factores que regulan la expresion de los inhibidores tisulares destacan el factor
de crecimiento de linfocitos T (TGFB), IL-18, IL-11(Salamonsen, 1996; Polette y
Birembaut, 1998).

Las membranas fetales son un excelente ejemplo de la actividad coordinada de
las MMP’s y sus inhibidores, la cual es esencial para un proceso de remodelacion de

'a ebundante MEC que las caracteriza (Polette y Birembaut, 1998).

3.2.3. PAPEL FISIOPATOGENICO DE LAS MMP’s

Diversos reportes han relacionado consistentemente la degradacion de los
diferentes elementos de la MEC en el proceso que induce la ruptura de las MCH y
que afecta directamente |a fuerza tensil de éstas (Vadillo-Ortega y cols., 1990; 1996,

Fortunato y cols., 2000a)

Se ha demostrado que comparadas con MCH normales, la actividad proteolitica
en membranas con ruptura prematura se incrementa un promedio de 15 veces, esta
actividad ha sido atribuida en gran parte a la MMP-2 y MMP-9, que adicionalmente a
la gelatina, son capaces de degradar las colagenas VII, XI, V y IV, siendo esta

ultima, el principal componente de las membranas basales de las MCH, sobre la que



descansa la arquitectura estructural que protege a la membrana de la ruptura

(Draper y cols., 1995).

Dependiendo del tejido, la MMP-2 puede ser expresada constitutivamente o bien
tener un patrén de expresién regulado, por ejemplo, en células neoplasicas se ha
caracterizado el incremento en su expresion y secrecion, ademas de que ha sido
implicada en procesos de metastasis, agregacion plaquetaria, migracion endotelial
durante la angiogenesis y migracion de células T (Curran y Murray 1999 ; Werb y
cols., 1988). Con respecto a su papel fisiolégico en las MCH, existe controversia,
debido a que algunos autores la consideran una enzima constitutiva y con un patron
de distribucién ubicua en este tejido (Hulboy y cols., 1997). Otros reportes indican
ue su expresion puede ser regulada negativamente por factores como el acido
ascorbico (Pfeffer y cols., 1998); o bien, ser susceptible a una regulacién positiva en

oroceses patolégicos como RPM e infeccion intramniética (Fortunato y cols., 2000a).

El trabajo de parto, es otro proceso en el que el papel de la MMP-2 no ha sido
claramente establecido; estudios hechos en la década pasada, no lograron
caracterizar cambios en la concentracion y actividad enzimatica de esta gelatinasa
en liquido amniético ni en MCH con trabajo de parto (Vadillo-Ortega y cols., 1995;
Maymon y cols, 2001); sin embargo, en reportes mas recientes, la MMP-2 fue
asociada y caracterizada como parte de la maquinaria enzimatica responsable de la
regulacion y ejecucion de la RPM (Fortunato y cols, 1999a; 2000a; 2000b), a este
respecto se ha demostrado que el incremento en los niveles de MMP-2 activa (libre
de su inhibidor) y la disminucion significativa de los niveles de TIMP2 son

caracteristicos del liquido amnidtico de mujeres con RPM pretérmino (Fortunato y



cols., 1999a; 2000a). Adicionalmente, la concentracion de este inhibidor tisular ha
sido caracterizada en el liquido amnidtico de mujeres con diagnéstico de infeccion

intramniética (Maymon y cols., 2001).

A diferencia de la MMP-2, el papel de la MMP-9, en diversos procesos
fisiolégicos y patoldgicos asociados al embarazo, esta claramente establecido. Cada
vez existen mas pruebas que demuestran cambios dramaticos en la actividad e
inmuno-reactividad de la MMP-9 en MCH durante los procesos de parto e infeccion
intrauterina (Vadillo-Ortega y cols.,1995; Athayde y cols., 1998, Fortunato y cols.,

1997; Vadillo-Ortega y cols., 2002).

Estudios experimentales indican, que en pacientes con RPM, la concentracion,
sintesis y actividad de la MMP-9 incrementa significativamente en MCH, liquido
amnidtico y suero fetal (Athayde, y cols. 1998; Romero y cols., 2002). Se ha
propuesto también, que el incremento en la actividad de MMP-9 esta acompanado de

la disminucion en la actividad del TIMP1 (Vadillo-Ortega y cols., 1996).



4. ANTECEDENTES

La demostracion a mediados del siglo pasado, que la estimulacion con
endotoxinas bacterianas en ratones producia hemorragia vaginal acompanada de
muerte y pérdida fetal (Zahl y Bjerknes; 1943), permitié sentar las primeras bases para
asociar la presencia de una infeccion a nivel del tracto genital con el desamolio de
patologias como el parto pretérmino y la RPM en el humano (Knox y Hoemer, 1950).

A lo largo de las décadas en que siguieron a estas primeras observaciones, se
disenaron varios modelos animales en los que se ha estudiado el efecto sobre el curso
nomal del embarazo de diferentes microorganismos patégenos asociados a
infecciones cérvicovaginales (Romero y cols., 1988; Cox y cols., 1988). Estos estudios
permitieron entender que la pérdida fetal, asociada a un evento infeccioso de esta
naturaleza, es el resultado de compleja respuesta inmunolégico-inflamatona.

En el ratén se ha demostrado, que el trabajo de parto pretérmino que se
enciende después de estimulacion con endotoxina bacteriana (Dudley y cols., 1993),
esta precedido del incremento en la sintesis de IL-1B en la regién decidual, asi como
por la secrecion de enzimas que regulan la biosintesis de factores uteroténicos como
PGE; (Silver y cols., 1995; Silver y cols., 1997; Sato y cols., 2001); y el aumento en los
niveles circulantes de TNF-o e IL-10 (Barsigy cols, 1995).

Existen reportes que indican que los efectos observados en el modelo murino se
reproducen casi en forma idéntica en conejas prefiadas infectadas en cérvix y vagina
con E. coli bacteria que indujo el encendido prematuro del trabajo de parto,
acompanado por la perdida del producto, el cual presentd evidencia histologica y

microbioldgica de infeccion en menos de 48h (Leslie y cols., 2000). Eventos similares



se han observado en ovejas, las cuales después de la infusién subcronica de
endotoxina bacteriana en el liquido amnidtico, desarrollaron un proceso inflamatorio en
varios tejidos intrauterinos y dano pulmonar grave en el producto (Moss y cols., 2003).

Con el uso de modelos de infeccion genital en ratas, se demostré que |la
infeccion vaginal con Micoplasma pulmonis, un microorganismo asociado a infecciones
de neonatos, se traduce en un proceso infeccioso a nivel fetal acomparnado de dario en
distintas regiones del cerebro (Brown y cols., 2001). Este dafo, también ha sido
reconocido y caracterizado en crias de ratas tratadas con LPS; en este caso, las
regiones dafadas incrementaron también la sintesis y secrecion de IL-1B y TNF-« (Cai
y cols., 2000).

Utilizando modelos expermentales mas sofisticados en hembras de monos
rhesus, se pudo demostrar que después de la inoculacién de Estreptococo del grupo B
(EGB) en la cavidad amnidtica, es posible caracterizar el incremento de la
concentracion en liquido amniético de IL-B e IL-6, el cual precedid al de PGE; y PGFa..
La conjuncidén de estos eventos explicod el inicio prematuro del trabajo de parto, sepsis
del producto y las evidencias histologicas tanto en tejidos matermos como fetales de
infeccion e inflamacion aguda (Gravett y cols., 1994, McGregor y cols., 1992).

Un estudio posterior en este mismo modelo demostré que la estimulacion con
Streptococcus agalactiae y con IL-1B induce el incremento progresivo de la
concentracion en liquido amnidtico de la MMP-9, enzima directamente asociada con el
encendido del trabajo de parto, tanto pretérmino como a término y principal regulador

de la degradaciéon de la MEC de las MCH en este tipo de eventos (Vadillo-Ortega y

cols., 2002).



4.1 TEORIA ASCENDENTE

A lo largo de los ultimos 50 anos se ha reunido gran cantidad de elementos
experimentales, clinicos y epidemiolégicos que permiten suponer la existencia de una
especificidad, consistencia y temporalidad de asociacion entre un proceso infeccioso a
nivel intrauterino y el desarrollo de RPM y parto pretérmino (Romero y cols., 1988;
Greig 1998; Asrat, 2001), sin embargo y a pesar de las evidencias, existe aun
controversia sobre el mecanismo fisiopatogénico que las asocia (Stroup, 1962; Minkoff,
1983; Newton, 1993; Goldenberg y cols., 1998; Eschenbach, 1998).

Las teorias actuales que vinculan la infeccién intrauterina con la RPM o el parto
pretérmino, proponen tres posibilidades: que las manifestaciones clinicas sean: a)
efecto directo de los productos bacterianos, b) que sean consecuencia de la respuesta
inmune o bien, c) una mezcla de ambos (Shoonmaker y cols., 1989).

A este respecto, han sido varios los microorganismos asociados como agentes
causales de cuadros infecciosos a nivel cervicovaginal. Se ha demostrado una
asociacion entre el incremento en el riesgo de RPM y la colonizacién del tracto genital
por Estreptococo del grupo B (EGB), Chlamydia trachomatis, Neissena gonorrhoeae,
Ureaplaspa urealyticum y los microorganismos asociados a vaginosis bacteriana como
Gardnerella vaginalis, micoplasmas genitales y Mobiluncus sp (Pamy y Strauss, 1998,
McGregor y French, 2000).

Se ha propuesto un modelo general que pretende explicar cémo una infeccion
cervicovaginal puede predisponer a una mujer a desarrollar RPM y /o parto pretérmino

(Figura 4). La primera etapa (Etapa |) se desarrolla y favorece en un ambiente con
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vaginosis bacteriana caracterizada basicamente por una disminucion de lactobacilos y
el establecimiento de anaerobios facultativos en vagina; posteriormente (Etapa ),
algunos microorganismos acceden a la cavidad intrauterina y se establecen en la
decidua, en donde inducen una reaccion inflamatoria localizada (coriodeciduitis).
Inmediatamente después (Etapa lll), los microorganismos pueden invadir las venas
fetales y/o proceder a través del amnios para invadir la cavidad amniética; en la ultima
etapa (IV), la bacteria accede al feto por aspiracion de liquido amniético (Creatssas y

cols., 1981; Romero y cols., 1988; Heddleston y cols., 1993).

Tomado de Romero y cols
Sem Perinatol, 1088, 12°.262-279

Figura 4. Esquema de la via de ascenso e infeccién de los microorganismos asociados a infecciones
cervicovaginales hasta las regiones supenores del Utero, decidua y MCH.

4.2 RELACION ENTRE INFLAMACION Y RPM.

La cavidad intrauterina que desarrolla un proceso infeccioso, despliega una

respuesta inmunologica que incluye la produccion de diversos mediadores



proinflamatorios entre los que destacan la IL-1B, IL-6, IL-8 y TNF-«, los cuales son
producidos por células profesionales del sistema inmune como macréfagos y neutréfilos
polimorfonucleares asi como por células epiteliales y deciduales en respuesta a una
gran variedad de bacterias y productos bacterianos (Romero y cols., 1989b; 198Sc;
1989d; Mitchell y cols., 1991a; 1991b; Hersh y cols., 1998; So y cols., 1992; Gémez y
cols., 1997b; Svanborg y cols., 1999).

Diversos esfuerzos experimentales se han hecho para analizar como y en qué
magnitud responden los distintos tejidos gestacionales a diversos retos infecciosos e
inmunolégicos. A continuacion se resume la respuesta de los tejidos implicados; sin
embargo, cabe aclarar que la contribucién de cada uno de ellos es mucho mas
compleja de lo que se describe, debido entre otras razones, a los efectos de tipo
pleiotropico que cada uno de los factores inmunoldgicos secretados, ejerce mediante

vias de regulacion autdcrina y paracrina (Steiborn y cols., 1996).

4.2.1. CERVIX
El tejido cervical sintetiza en forma constitutiva IL-8 (Barclay y cols., 1993), sin
embargo, se ha demostrado que esta citocina, al igual que IL- y TNFa, se

incrementan significativamente después de que células cervicales en cultivo son

tratadas con LPS (Watari y cols., 2000).

4.2.2. DECIDUA

Se ha demostrado que las células deciduales en cultivo tiene la capacidad de

responder a distintos estimulos inmunoldgico-infecciosos. Por ejemplo, el tratamiento



con IL-1B y/o TNFa induce a éstas a producir IL-6 (Romero y cols., 1990; Dudley y
cols., 1992a); en cambio, al ser tratadas con diferentes componentes de pared celular
bacteriana como LPS, Lipido A y acido lipoteicoico, sintetizan cantidades significativas
de dos quimiotacticos IL-8 y la proteina inflamatoria de macrofagos 1a (MIP-1a), asi

como la citocina con efectos antinflamatorios IL-10, (Dudley y cols., 1897b y 1997a).

4.2.3. LIQUIDO AMNIOTICO

La cavidad amniética es un compartimento inmunolégicamente privilegiado que
se ha constituido como un sitio clave para el estudio de la respuesta inmune del
producto y del epitelio amnidtico; se ha demostrado que en el liquido amnidtico de
mujeres con infeccion intramnidtica, cuyo embarazo concluyé prematuramente, la
concentracion de IL-1B, IL-6, TNF-a y PGE; se encuentran incrementadas con respecto
a las mujeres con cesarea a término y sin ninguna complicacion (Romero y cols., 1990;
Menon y cols, 1995; Reisenberger y cols., 1997; Yoon vy cols., 1998; Hsu y cols.,
1998).

IL-16, IL-18 y RANTES (Regulated on activation normal T cell expressed and
secreted), tres citocinas recientemente caracterizadas y a las que se les atribuyen
efectos proinflamatorios, han sido incluidas en el grupo de citocinas cuya concentracion
y bioactividad se incrementa en liquido amnidtico de mujeres con diagnéstico de
corioamnioitis (Athayde y cols., 1999; Pacora y cols., 2000a; Athayde y cols., 2000).
Adicionaimente, la infeccion intramnidtica se encuentra asociada con el incremento
significativo en liquido amnidtico de IL-4 (Dudley y cols., 1996c¢) y de lactoferrina, esta

ultima capaz de desplegar propiedades antimicrobianas (Pacora y cols., 2000b).



Decidua
IL-1B, TNFa, IL-8
IL-18, IL-16, RANTES

b
Liquido Amniético %
IL-6, IL-1B,TNFa, IL-4
IL-18, IL-16, RANTES

Cervix
IL-8, IL-1B, TNFa

Figura 5.Citocinas sintetizadas y secretadas por distintos tejidos gestacionales en respuesta a diversos estimulos
infecciosos.

4.2.4. CORIODECIDUA

De los tejidos intrauterinos, la coriodecidua destaca porque en ella se han
caracterizado redes de sefalizacibn muy complejas que se encienden y activan en
respuesta a distintos estimulos, hecho que se ha atribuido a que es precisamente esta
zona donde cohabitan poblaciones celulares de origen materno y fetal (Mitchell y cols.,
1993)

La estimulacién experimental de estas células con IL-13, TNFa o LPS da como
resultado, entre otros eventos, el incremento significativo en la sintesis de novo del

ARNm vy de la forma proteica de IL-8 (Kelly y cols., 1992, Dudley vy cols., 1993);
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quimiocina que activa y recluta leucocitos que se infiltran, activan y degranulan en éste
y otros tejidos contiguos (Dudley cols., 1997b), eventos que coinciden con lo observado
en embarazos con corioamnioitis clinica (Laham y cols., 1999).

El tratamiento con LPS de células coriodeciduales induce un rapido incremento
en la produccion de TNFa (4h), citocina que regula la sintesis y secrecion de una
segunda oleada de factores, entre los que se encuentran la IL-1B (12h), PGE; (24h) e
IL-10 (8h); la inmunoneutralizacion de IL-10 se tradujo en el incremento significativo de
la secrecion de TNF-o e IL-1B, pero no el de PGE, lo que sienta las bases para
caracterizar la existencia de ejes de autorregulacion positivos y negativos que modulan

la respuesta inflamatoria a agentes infecciosos en este tejido (Barsig y cols., 1995; Sato

y cols., 2003) (Figura 6).

4.2.5. MEMBRANAS FETALES

El analisis de la respuesta de las MCH ante diversos estimulos infecciosos ha
sido abordado de diversas formas que van desde el empleo de preparaciones celulares,
hasta el cultivo de MCH integras en la que no se han preservado las relaciones

espaciales y estructurales de las mismas, lo que ha resultado en interpretaciones

divergentes y limitadas.

4.2.5.1 PREPARACIONES CELULARES
Células de corion en cultivo estimuladas con IL-1B, TNFa y LPS han mostrado la
capacidad de incrementar la biosintesis de IL-6 e IL-8 (Dudley y cols., 1992b, 1993,

1896a); mientras que el tratamiento con lipido A y &acido lipoteicoico incrementa



significativamente la secrecién de IL-10, MIP-1a, IL-1B, IL-6 y PGE; (Dudley y cols.,
1997a; 1997b).

Células de epitelio amniotico en cultivo, procedentes de MCH de cesarea a
término, producen IL-8 y PGE; en respuesta a concentraciones fisiopatogénicas de IL-
1B (10ng/mL) y TNF-a (100ng/mL) (Trautman y cols., 1992; Casey y cols., 1996). La
estimulacion con Streptococcus agalactiae, Escherichia coli, Bacilus fragilis,
Micoplasma hominis y Streptococcus aureus se tradujo en la sintesis de IL-6 e IL-8
pero no de otras citocinas proinflamatorias como IL-1p, y TNF-a (Reisenberger y cols.,

1998) (Figura 6).

Acido
IL-1p S. ayal?fﬁn, E.cr,;h‘ IL-1p lipoteicoico,
T S el M. ol TNFa Lipido A, LPS

1L-8,IL-6 IL-6, PGE2 IL-1p, PGE2
"’ r
PGE2 IL-8 IL-6 MIP-1a, IL-6,

IL-10

Figura 6. Secrecion in vitro de factores proinflamatorios y uteroténicos por células amnidticas y coriodeciduales.
Las flechas superiores muestran los diferentes tipos de estimulos y las inferiores los factores sintetizados como
respuesta.
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4.2.5.2 EXPLANTES

Estudios con MCH completas en cultivo, tratadas con bacterias o productos
bacterianos como LPS, responden incrementando la secrecion de  IL-1B, TNF-« , IL-6
e IL-8 (Schoonmarker y cols., 1989; Reisenberger y cols., 1998; Tashima y cols., 1999);
sin embargo, y dado que este tipo de modelos no permiten la estimulacién selectiva, ni
la separacién cuantitativa y cualitativa de la contribucién de las diferentes regiones y
poblaciones celulares que constituyen a las MCH, la interpretacion de los resultados
tiene vanas limitaciones.

Actualmente, se ha comenzado a dilucidar una respuesta diferencial en el
corioamnios después de la exposicion a diversos estimulos inmunolégicos e
infecciosos; por ejemplo, Menon y colaboradores (1995) demostraron que la exposicion
generalizada a LPS induce el incremento de IL-1f tanto en amnios como en
coriodecidua, sin embargo, el ARNm de esta citocina sélo pudo ser detectado en la cara
materna de las membranas. A diferencia de lo observado con IL-1B, tanto el mensajero
como la proteina de IL-6 fueron localizados en ambas regiones después del
tratamiento con la endotoxina (Menon y cols., 1995).

En condiciones basales, tanto corion como amnios tienen la capacidad de
sintetizar TNFa. a nivel de su ARNm, sin embargo, la forma proteica s6lo pudo ser
inmunolocalizada en el amnios; este patron de expresion cambié después del
tratamiento con LPS, el cual permiti6 comprobar que tanto TNFo como IL-6 son

secretadas en ambas regiones de las MCH (Fortunato y cols., 1994).



4.3 LIPOPOLISACARIDO

El LPS es el principal componente de la pared celular de diversas bacterias gram
negativas, el cual ha sido ampliamente utilizado para reproducir los efectos toxicos de
una infeccién producida por este tipo de bacterias.

En monocitos y macréfagos son los Toll-Like receptors (TLRs) los encargados de
inducir el proceso de activacion, la cual para ser efectiva, requiere de la interaccion
inicial del LPS con su proteina de union LBP (lipopolysacharide binding protein), este
complejo interacciona con el receptor glicoproteico de superficie CD14 asociado a
TLR4 (Medliny cols., 1999); este evento se traduce en la activacion y translocacion al

nucleo del factor de trascripcion NFxB, el cual regula la expresion de moduladores

inflamatorios como IL-1B, TNFa e IL-6 y diversas moléculas coestimuladoras que

activan celulas B y T las cuales inician una respuesta inmune adaptativa.

4.4. Streptococcus agalactiae

Esta bacteria gram positiva es aislada del 20% del total de las mujeres
diagnosticadas con corioamnioitis (Boggess y cols., 1996; Moyo y cols., 1996). El
principal componente antigénico de estas bacterias es el &acido lipoteicoico
(Goldschmidt y Panos, 1984; Herbert y cols., 2004), el cual modula la respuesta inmune
innata mediante la activacion de monocitos y macrofagos a través del receptor
glicoproteico de superficie CD36 que ha sido identificado como una proteina que
modula la vias de transduccion inducidas por TLR2 .

La secrecion de diversos factores proinflamatios por los macrofagos y/o

monocitos activados por esta via es controlada también por NFxB (Beutler, 2004).



4.5 RELACION ENTRE INFLAMACION Y LA EXPRESION DE MMP’s/TIMP’s EN LA
RPM

Existen elementos que pemiten afirmar que las citocinas son el eje rector de una
primera oleada de marcadores funcionales que se sintetizan en respuesta a un estimulo
infeccioso, éstas regulan y coordinan la expresion y actividad de factores efectores
como las MMP’s que alteran la arquitectura y estructura de las MCH (Katsura y cols.,
1€89; Soy cols., 1992; Cheong-Rae y cols., 2000).

La adicidon de LPS a MCH en cultivo, induce el incremento significativo a nivel de
la transcripcion y sintesis de las MMP-2 y MMP-9, tanto en la cara fetal como
materna; estos eventos se presentan en forma simultdnea con la disminucién en la
sintesis del inhibidor TIMP2 que regula la actividad de ambas enzimas; lo cual se
traduce en la alteracion del equilibrio estequiométrico que existe entre las gelatinasas y
sus inhibidores, el cual cambia de 1:1 a 3.2:1 (Fortunato y cols., 1997; 2000 a).

Datos experimentales han indicado que la infeccion intramnidtica esta asociada
con el incremento en la concentracion de MMP-9 en el liquido amnidtico (Locksmith y
cols., 1999), el cual comelaciona con el aumento en la concentracion de IL-6 en el
mismo compartimento (Harirah y cols., 2002).

La MMP-8 (Angus y cols., 2001) y la MMP-1 (Maymon y cols.., 2000) son
enzimas cuya sintesis y secrecion también se incrementa en el liquido amniético que ha
desarrollado un proceso infeccioso.

Ha sido posible observar experimentalmente, que diversos estimulos infecciosos
pueden generar el incremento en liquido amnidtico de la concentracion de enzimas
como el de las estromelisinas 1y 3 (Fortunato y cols., 1999b) y de catepsina S (Watari

y cols.. 2000); perfil que también se ha reconocido en pacientes con diagnostico de



RPM complicada con infecciéon intramniética (Fortunato y cols., 1999b; Locksmith y
cols., 1999).

Las proteasas de origen bacteriano, producidas por distintos microorganismos
causantes de infecciones cervicovaginales, son capaces de degradar la MEC,
provocando reduccion en la fuerza y elasticidad de las membranas (McGregor y cols.,
1986; Schoonmarker y cols., 1989; Katsura y cols., 1989; 1989; Drapery cols., 1995).

En forma general, el incremento en la actividad de distintas MMP’s que pueden
actuar directamente sobre la MEC y la membrana basal de las MCH, junto con el efecto
uteroténico inducido por las PG’s, pueden explicar la disminucién de la fuerza tensil de

las mismas.

Liquido
amnidtico

Figura 7. Metaloproteasas de matriz extracelular presentes en los diferentes compartimentos
(amnios y coriodecidua) durante un evento patolégico como corioamnioitis y/o después de la
estimulacion in vitro con endotoxina bacteriana.
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5. JUSTIFICACION

Durante el embarazo, la colonizacion ascendente de microorganismos patégenos
desde la regidn cervicovaginal, es una posible explicacién para la presencia y desarrollo
de una infeccién coriodecidual, la cual clinicamente puede ser una condicion crénica y
casi siempre controlable sin complicaciones futuras graves; sin embargo, cuando la
infeccion se establece y mantiene a nivel intramnidtico el proceso normal del embarazo
se ve severamente comprometido, debido a que la red de sefalizaciones que coordina
la defensa del hospedero ante la infeccion, también puede producir un dario selectivo e
ireversible en las MCH.

Diversos trabajos encaminados a caracterizar la respuesta del corioamnios a
estimulos infecciosos se han enfocado en células aisladas o membranas enteras en las
cuales no se ha preservado su integridad anatémica y estructural. Por lo tanto es
importante caracterizar el tipo y la magnitud de la respuesta de las MCH, cuya funcién
las convierte en la Gltima barrera entre el agente patdgeno y el producto.

Esto hace indispensable disefar y validar un modelo experimental que permita
esclarecer los mecanismos especificos que operan durante la interaccion entre los
microorganismos causales de infeccion yfo colonizacion del tracto genital femenino
durante el embarazo y las diferentes poblaciones celulares de la coriodecidua y el

amnios y que explicarian el desarmollo de la RPM.



6. HIPOTESIS DE TRABAJO

La secrecion en membranas corioamnioticas humanas de moduladores
iInmunolégicos proinflamatorios como IL-18 y TNFa, asi como de factores reguladores
de la degradacion de MEC como proMMP-2, pro MMP-9, TIMP1 y TIMP2, es polar y
diferencial dependiendo de la region de contacto primario y de la naturaleza del

estimulo infeccioso.



7. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la respuesta funcional de las membranas corioamnidticas humanas integras
ante el estimulo con Lipopolisacarido (LPS) y Streptococcus agalactiae mediante el
desarrollo de un modelo experimental que permita estudiar la respuesta del amnios y de

la coriodecidua en forma individual y simultanea.



8. OBJETIVOS PARTICULARES

7.1 Disenar, estandarizar y validar un sistema de cultivo de membranas
corioamnidticas humanas que pemmita mantenerias integras, viables y
funcionales de modo que el amnios y la coriodecidua puedan ser

estimulados de manera simultanea, independiente y selectiva.

7.2 Medir la concentracion in vitro de las citocinas proinflamatorias IL-1B y

TNFa en la region amnidtica y coriodecidual después del estimulo

selectivo con LPS.

7.3 Medir la concentracion y actividad in vitro de las enzimas MMP-2 y

MMP-9 en el amnios y la coriodecidua después del estimulo selectivo con

LPS.

7.4 Medir la concentracion in vitro de los inhibidores tisulares TIMP1 y TIMP2

en el amnios y la coriodecidua después del estimulo selectivo con LPS.

7.5 Medir la concentracion in vitro de las citocinas proinflamatorias IL-18 y
TNFo en la regidn amnidtica y coriodecidual después del estimulo

selectivo con Streptococcus agalactiae.



7.6 Medir la concentracion y actividad in vitro de las enzimas MMP-2 y

MMP-9 en el amnios y la coriodecidua después del estimulo selectivo con

Streptococcus agalactiae.

7.7 Medir la concentracion in vitro de los inhibidores tisulares TIMP1 y TIMP2

en el amnios y la corodecidua después del estimulo selectivo con

Streptococcus agalactiae.



9. MATERIALES

9.1 MATERIAL BIOLOGICO

Se utilizaron membranas corioamniéticas de mujeres entre 20 y 40 afnos de
edad que fueron pacientes regulares del Instituto Nacional de Perinatologia (INPer);
después de haberlas enterado del objetivo del estudio y de firmar una carta de
consentimiento informado, aceptaron donar las membranas. Todas las mujeres
fueron intervenidas por cesarea electiva y los periodos de gestacion oscilaron entre
37 a 40 semanas y no presentaron ninguna sefal clinica de trabajo de parto activo ni
tenian antecedentes de infeccion vaginal y/o intrauterina.

Este proyecto de investigacion fue aprobado por el Comité Intemo de

Investigacion y Etica del INPer (Cédigo 212250-06101).

9.2 ANTICUERPOS Y PROTEINAS RECOMBINANTES.
Los anticuerpos monoclonales y policlonales biotinilados anti TNFa e IL-18,

asi como las proteinas recombinantes comespondientes, fueron adquiridos en R&D
Systems . Todos los reactivos y soluciones usados en los procesos experimentales

fueron grado analitico



10. METODOS

10.1 PROCESOS EXPERIMENTALES
10.1.1 COLECTA DE MUESTRAS Y CONTROL MICROBIOLOGICO.

En la unidad tocoquirirgica y momentos después del nacimiento, las
membranas fueron separadas de |a placenta, colocadas en medio Dulbecco Modified
Eagle Meédium estéril (DMEM, Gibco, BRL, Bethesda, E.U.A.) y transportadas al
laboratorio.

Al momento de la toma la muestra se hizo un frotis en las diferentes regiones
de la placenta y las membranas para hacer un analisis bacteriolégico cuyo espectro
abarcd tanto anaerobios como aerobios asociados a infecciones cervicovaginales,
incluidos Ureaplasma urealyticum , Micoplasma hominis y Gardnerella vaginalis.

Las membranas cuya prueba bacteriolégica resulté positiva fueron

desechadas y solo se utilizaron aquellas membranas con esterilidad comprobada.

10.1.2 CULTIVO DE MEMBRANAS CORIOAMNIOTICAS INTEGRAS (MODELO
EXPERIMENTAL)

En condiciones de esterilidad, las membranas se lavaron con solucion Hanks
1X para remover los coagulos adheridos, posteriormente, se cortaron manualmente
en discos de 18 mm de didmetro que se colocaron sobre una pieza de Transwell®
(Costar, Acton, E.U.A.) de 12 mm de didmetro, en donde fueron sujetadas con una
liga de silicon estéril; con este sistema se formaron dos camaras independientes en

donde la coriodecidua quedd hacia la cara intema y el amnios hacia la cara extema,



lo que permitié estimular y analizar en forma selectiva la respuesta en ambos lados
de la membrana (Figura 8).

En cada una de las dos camaras se puso 1 mL de medio DMEM
suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino (SFB), piruvato de sodio 1mM, 100
U/mL de penicilina, 100ug/mL de estreptomicina y 0.25ug/mL de anfotericina B

(Gibco, BRL, Bethesda, U.S.A).

CORIODECIDUA

Figura 8. Modelo experimental de cultivo de membranas conioamniéticas humanas. El sistema mantiene dos

compartimentos independientes, limitados uno por la coriodecidua y otro por el amnios.

Los explantes se incubaron con medio suplementado con SFB (el cual se

sustituyé cada 24 h durante 2 dias), a 37°C en una atmosfera con 5% de CO,.
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Al tercer dia de cultivo y momentos antes de la estimulacion, los explantes
fueron lavados con solucién salina para eliminar los restos de SFB e inmediatamente
después, fueron cultivados en DMEM suplementado con hidrolizado de
lactoalbumina (HLA) al 2%, piruvato de sodio 1mM, 100 U/mL de penicilina,

100ug/mL de estreptomicina y 0.25ug/mL de anfotoricina B.

Figura 9. Condiciones de manejo y cultivo de las membranas corioamnidticas humanas; a,b. membrana obtenida
en el | quiréfano y en proceso de lavado; c. membrana montada en el Transwell; c. sistema de cultivo en caja de
12 pozos.
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10.1.3 VALIDACION DEL MODELO
Con el objetivo de validar el sistema de cultivo de las MCH en el Transwell, se

realizaron diferentes pruebas de viabilidad e integridad.

10.1.3.1 VIABILIDAD DE LOS EXPLANTES

La viabilidad de los explantes se determind por una prueba colorimétrica
basada en la oxidacién de la sal amarilla de tetrazolio XTT (sodio 3°-[ 1- (fenilamina-
carbonil) 3,4 tetrazolium ]-bis (4-metoxy-6-nitro) benzeno hidrato &cido sulfénico) a
una sal de formazan de color naranja, mediante una reaccién catalizada por una
deshidrogenasa mitocondrial; esta conversion solo puede ser hecha por células
activas metabolicamente (Boehringer, Manheim Germany)(Gerlier y cols., 1886). 200
UL de una mezcla del reactivo (atrapador de electrones — sal XTT 1:50) fueron
agregados al medio de cultivo por un periodo de 1 h, el cambio de color fue
cuantificado espectrofotomeétricamente a 475 nm; las pruebas se hicieron en ambas

caras de las membranas (coriodecidua y amnios) montadas en el Transwell con
periodos 0, 24,48,72 y 96 h de cultivo.

10.1. 3.2 INTEGRIDAD DE LOS EXPLANTES

Para medir la integridad fisica y permeabilidad de las membranas en cultivo se

midieron los siguientes parametros:



10.1.3.2.1 RESISTENCIA ELECTRICA TRANSMEMBRANAL (RET)

La RET se midié con la ayuda de una camara de Ussing (UNAM). Utilizando
como soporte un filtro de nitrocelulosa de 13 mm de diametro, el explante se montd
entre dos camaras de Lucita® (llenas de medio DMEM) de la camara de Ussing; una
vez montada la membrana se le aplico un pulso eléctrico de 20 uAmp en la cara
coriodecidual y la defleccién del voltaje fue medida en la vecindad del explante (cara
amniética) (Figura 10). La resistencia eléctrica fue medida cada 24 h a lo largo de
4 dias de cultivo, los calculos se hicieron con base a la ley de Ohm, la contribucion

del filtro y del medio fueron restadas (Lépez-Vancell y cols., 2000).

Figura 10. Membranas montadas en la camara de Ussing.
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La formula empleada para el calculo de los valores de RET fue:

R= AV (1X10° volts) X 4rea (0.2827 cm?)
20 X10°amp

R= AV (14.135) Q cm?

Donde:

R= Resistencia

AV= Voltaje final (Vy) =Voltaje inicial (Vi)

14.135= Constante resultado de la relacion entre el area sometida a la cormriente y el
amperaje.

10.1.3.2.2. DIFUSION TRANSMEMBRANAL DE *H-PROLINA

Con el objetivo de demostrar la existencia de continuidad en la estructura de
los epitelios de ambas caras de la MCH en cultivo, se implementaron varios
expenmentos en los cuales, membranas montadas en el Transwell con 48 h de
cultivo previo, se expusieron y coincubaron durante diferentes periodos de tiempo
(1,2.5.10 minutos y 1,2,4, 24 h) con lo equivalente a 37,000 cuentas por minuto
(cpm) de L[5-H]prolina (Amersham Biosciences, Buckinghmshire, Reino Unido) con
una actividad especifica de 15-40 Ci/mmol (1mCi/mL) .

A cada una de las regiones de la membrana, le fue aplicado en forma
independiente un sdlo pulso inicial de marca y el paso transmembranal se midio

cuantificando la cantidad de radiactividad ( *H) que difundié al lado opuesto de la



membrana. La cuantificacion se hizo utilizando un espectrometro de centelleo liquido

Packard Tr-Carb (Packard Downers Grove, IL; E.U.A.).

10.1.3.3. ANALISIS HISTOLOGICO DE LOS EXPLANTES

Para analizar estructuralmente a las membranas a lo largo de 96 h de cultivo,
se fijaron e incluyeron fragmentos de MCH con tiempos de cultivo de 0, 24, 48, 72y
96 h. Debido a que se analizarian por microscopia de luz y electronica, los cortes se
incluyeron en EPON (Pelco Intemacional, CA, E.U.A.). Fragmentos de
aproximadamente 0.2 cm® se fijaron en buffer de Kamovski pH 7.3 (0.1M de
cacodilato de sodio y, glutaraldehido al 2.5%) por un periodo minimo de 2 h a
temperatura ambiente, posteriormente las muestras se mantuvieron en buffer de
cacodilato de sodio 0.1M a 4°C hasta su uso.

Las membranas se prefijaron en tetraoxido de osmio al 1% por 1 h a
temperatura ambiente, posteriormente se lavaron 3 veces con H20d44, y se
deshidrataron mediante los siguientes pasos: alcohol al 80%, 90%, 95% por 10
minutos en cada uno, seguido de 20 minutos en alcohol absoluto y finalmente éxido
de propileno por 20 minutos mas.

El proceso de impregnacion se hizo con una solucién de EPON:Oxido de
propileno (1:1) por 1 h, seguido de otra solucién con los mismos componentes pero
con proporcion 2:1 por 2 h, finalizando en EPON puro por 24 h a 60°C. Una vez
terminada la impregnacién, la muestra se incluyd en EPON puro, el cual fue

solidificado mediante una mezcla catalizadora a 60°C por 24h.
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De estas muestras se hicieron cortes semifinos de aproximadamente 1um

para analisis en microscopia de luz y cortes finos de 60-80nm para microscopia

electrénica.

10.1.4 CULTIVO INDEPENDIENTE DE CORIODECIDUA Y AMNIOS.

En forma paralela al cultivo en Transwell se hizo otro, en el que el amnios y la
coriodecidua fueron separados manualmente y se cultivaron en forma
independiente. Explantes de 12 mm de didametro de cada una de las regiones fueron
mantenidos en las mismas condiciones de cultivo (medios de cultivo, periodos y

tratamientos) que las membranas integras.

10.1.5 ESTIMULACION DE LAS MEMBRANAS EN CULTIVO
Con el fin de estabilizar el tejido después de la manipulacion y antes de la
estimulacion, los explantes se preincubaron por 48 h con DMEM-SFB, al tercer dia,

el medio se cambié a DMEM-LAH y se procedio a la estimulacion.

10.1.5.1 MODALIDADES DE ESTIMULACION

Cada experimento montado en el sistema de Transwell incluyo las siguientes
modalidades de estimulacion por triplicado: Basales: membranas control en las que
coriodecidua y amnios fueron tratadas unicamente con 100uL de solucion salina
(vehiculo del LPS y del Streptococcus agalactiae); Ambos: la estimulacion se realizd
simultaneamente en ambos compartimentos; Coriodecidua: el estimulo fue afadido
unicamente a la cara conodecidual: Amnios: el estimulo fue anadido unicamente al

compartimento en contacto con el amnios.
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En el sistema en que coriodecidua y amnios fueron separados e incubados
independientemente, las estimulaciones se hicieron con las mismas concentraciones
y solo se tuvieron estimulados y controles para cada una de las regiones.

Los medios de ambas camaras se colectaron y guardaron a —70°C hasta su
uso; la concentracion de proteinas en todas las muestras fue determinada con el

metodo de Bradford (Bradford, 1976)

10.1.5.2 ESTIMULACION CON LIPOPOLISACARIDO

Los explantes fueron estimulados con 500 ng /mL de LPS de Escherichia coli
055:B5 (Sigma, St Louis, E.U.A.) por un periodo de 24 h en las modalidades de
estimulacion descritas con anterioridad, tanto en las membranas intactas como en
las que la coriodecidua y el amnios se cultivaron en forma independiente.

Los medios de cultivo de ambos compartimentos se colectaron despues de 24

h de incubacién y se guardaron a -70°C hasta ser utilizados.

10.1.5.3 ESTIMULACION CON Streptococcus agalactiae.

Transcurridas las 48 h de preincubacion con DMEM-SFB, las membranas se
infectaron con 1x10° unidades formadoras de colonias (UFC)/mL de Streptococcus
agalactiae, serotipo Il aislado de exudado vaginal (cédigo INPer 9710860) en las
modalidades de infeccion descritas con anterioridad, tanto en las membranas

intactas como en los cultivos independientes.

Para la infeccion fueron utilizados cultivos bacterianos de 24 h de crecimiento

en placas de agar-sangre de camero al 5%.



10.1.5.4. ANALISIS DE INTEGRIDAD POST-TRATAMIENTO.

Una vez concluidos los tratamientos, las membranas se desmontaron de los
Transwells, la mitad de las muestras se incluyd en parafina y se procesaron por
técnicas estandar para ser analizadas mediante microscopia de luz; el resto de las

muestras se utilizd para medir la RET.

10.1.6 ELISA DE IL-1p

La concentracion de IL-1B se cuantificé mediante inmunoanalisis de ELISA
tipo sandwich, en microplacas de 96 pozos (Nunc Maxisorp, Dinamarca) que fueron
recubiertas con 250 ng/pozo de anticuerpo monoclonal anti-IL-1B humana (R&D
Systems, Minneapolis, E.U.A.) mediante una incubacién a 4°C por 18 h; la fraccion
no unida de anticuerpo se removié mediante lavados con buffer de fosfatos pH 7.4
con 0.05% de Tween 20 (PBS-Tween); posteriormente, la microplaca se bloqued con
300 pL por pozo de PBS con BSA al 1%, sacarosa al 5% y NaNs; por al 1.15% (PBS-
BSA) durante 3 h a temperatura ambiente.

Despues de lavadas las placas con PBS-Tween se hizo una curva estandar
con IL-13 recombinante humana (R&D Systems, Minneapolis, E..U.A.) cuya
sensibilidad fue de 15.6 pg/mL en un rango lineal de 20.0 a 1000 pg /mL. Un
volumen de 100 pl de cada estandar o muestra se incubd toda la noche a 4°C,

Inmediatamente después, las microplacas se incubaron con 25 ng/pozo de
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anticuerpo policlonal biotinilado anti IL-1B(R&D Systems, Minneapolis, E.U.A.) por
2 h a temperatura ambiente.

Después de lavar tres veces mas la microplaca, ésta se incubd con 9.0
ng/pozo de conjugado streptavidina fosfatasa alcalina (Gibco BRL, Bethesda
E.U.A)), posteriormente y después de 3 lavados adicionales, cada pozo se incubd
100ug de p-nitrofenilfosfato como substrato (SIGMA, St Louis, E.U.A.), el color

resultado de la reaccion se leyo a 450 nm en un lector de microplacas (Dynatech MR

500).

10.1. 7 ELISA DE TNFa

La concentracion de TNFa.  se calculé mediante inmunoanalisis de ELISA tipo
sandwich en microplacas de 96 pozos, las cuales fueron recubiertas con 500
ng/pozo de anticuerpo monoclonal anti TNFe humana (R&D Systems, Minneapolis,
E.U.A) mediante una incubacion a 4°C, toda la noche; la fraccién no unida se
removié mediante lavados con buffer de fosfatos pH 7.4 con 0.05% de PBS-Tween.
La microplaca se bloqued con 300 pl por pozo del buffer PBS-BSA.

Se hizo una curva estandar con TNFa recombinante humana (R&D Systems,
Minneapolis, E.U.A.) cuya sensibilidad fue de 3.91 pg/mL en un rango lineal de 5.0 a
500 pg /mL; 100 pl de volumen de cada estandar o muestra se incubd toda la noche
a 4°C, posteriormente y después de lavar la microplacas se incubaron con 25
ng/pozo de anticuerpo policlonal biotinilado anti-TNFa (R&D Systems, Minneapalis,
E.U.A), por un periodo minimo de 3 h a temperatura ambiente. Después de tres

lavados adicionales, la placa se incubd con 9.0 ng/pozo de conjugado streptavidina



fosfatasa alcalina (Gibco BRL, Bethesda,U.S.A.) cuyo substrato (p-nitrofenilfosfato)
(Sigma, St Louis, E.U.A.) fue incorporado a la reaccion en una concentracion de

100ug/pozo. El color obtenido producto de la reaccion se ley6é a 450 nm en un lector

de microplacas (Dynatech MR 500).

10.1.8 ZIMOGRAFIA

La determinacion de la presencia y actividad de la forma proenzimatica y
activa de la MMP-2 y MMP-9 se hizo mediante zimogramas. Geles de acrilamida al
8% se copolimerizaron con gelatina porcina a concentracion de 1 mag/mL, la
electroforesis se cormd a 10 mA por gel en condiciones no desnaturalizantes; se
usaron 0.5 ug de proteina por muestra en cada experimento. En cada gel se incluyd
un estandar de actividad para MMP-2 y MMP-9 obtenido de la linea celular U-937 de
promyelocitos (ATCC, Rockville, MD.U.S.A). Los geles se lavaron con una solucion
al 2.5% de triton X-100 por 30 minutos y se incubaron durante 18 h a 37°C en
buffer de actividad pH 7.4 (50 mM Tris base, 0.15 M NaCl, 20mM CaCl, y 0.02% de
NaNs). Los geles se tifieron con azul de Coomasie R-250 (Boehringer Manheim, IN,
E.UA).

Para cuantificar la actividad gelatinolitica de cada una de las muestras, a
cada gel se le practico un andlisis de densitometria con el software NIH-Image v1.6

(NIH, Bethesda, E.U.A.), la actividad litica se estimé como el area de cada banda.

10.1.9 DETERMINACION CUATITATIVA DE LA MMP-2 Y MMP-9 ACTIVA
Para la cuantificacion de la forma activa de las MMP-2 y MMP-9 se hizo

utilizando un estuche comercial especifico (Amersham Biosciences, Buckinghshire,



Reino Unido). Esta prueba esta disefiada para la cuantificacion de la forma activa de
cada enzima. Adicionalmente, se pudo cuantificar la cantidad total de enzima en el
medio mediante la activacion artificial de la proMMP-2 o pro MMP-9 por un evento
autocatalitico inducido por el acetato p-aminofenilmercurico (APMA); la proporcion
de enzima latente en cada muestra fue el resultado de restar la cantidad de enzima
activa de la total.

La curva estandar para MMP-2 se hizo con un rango de 0.75-12 ng/mL con
un limite de sensibilidad de 0.5 ng/mL; la de MMP-9 fue de 0.5-16 ng/mL con

sensibilidad de 0.5 ng/mL. La reaccion colorimétrica se leyé a 410 nm.

10.1.10 ELISA DE TIMP1 Y TIMP2

Se utilizaron estuches comerciales [(Amersham Biosciences, Buckinghshire,
Reino Unido) para la cuantificacién de los dos inhibidores tisulares. El principio de
estas pruebas esta basado en una ELISA tipo sandwich en el que un anticuerpo
secundario Fab” marcado con peroxidasa (Fab'-HRP) se mezcla con las diferentes
muestras y estandares, esta mezcla es adicionada a una microplaca de 96 pozos
precubierta con un anticuerpo de captura anti-TIMP1 o anti-TIMP2; el conjugado de
TIMP1- 6 TIMP2-Fab’-HRP libre se lavo y retiré mediante lavados consecutivos. La
cantidad de peroxidasa en cada pozo se determiné por la adicién de 3-3',5-5'-
tetrametilbenzidina como substrato, lo cual generd una reaccion cuyo color fue leido
a 450 nm.

Para TIMP1 se utilizé una curva estandar con un rango de 3.13-50 ng/mL y
con un limite de sensibilidad de 1.25 ng/mL, mientras que para TIMP2 fue de

28-18 ng/mL con sensibilidad de 3 ng/mL



10.1.13 ANALISIS ESTADISTICO

La comparacion entre los diferentes grupos se hizo mediante una prueba no
parameétrica de ANOVA de Kruskal-Wallis en las que una P< 0.05 se considero.
Cada ensayo fue hecho por triplicado. La expresion grafica y tabular de los

resultados muestra los promedios + su desviacion estandar.



11. RESULTADOS

11.1 VALIDACION DEL MODELO EXPERIMENTAL

Con el objetivo de garantizar que las MCH no experimentaron cambios
significativos en la viabilidad e integridad celular y tisular derivados de la
manipulacion y el cultivo, que pudieran alterar cuantitativa o cualitativamente la
respuesta a los diferentes estimulos, se realizaron distintas pruebas de validacion
del modelo experimental.

El modelo de cultivo permitié analizar en forma independiente la viabilidad
celular en los dos compartimentos; la prueba demostro, que en comparacion con el
tiempo 0, las dos principales poblaciones celulares que conforman a las MCH
(coriodecidua y amnios) montadas en el Transwell, no expenmentaron disminucion
estadisticamente significativa (P<0.05) en la viabilidad durante las 96 h de cultivo

(Figura 11).
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Figura 11. Viabilidad celular de las membranas corioamnidticas humanas durante las 96h de cultivo
(n=10; *P<0.05)

La comprobacion de la existencia de un sistema de “dos camaras” en el cual el
corioamnios actia como una barrera selectiva real, sin ningln tipo de disrupcién de
la continuidad e integridad celular y tisular se evalu6 mediante la RET, la cual
demostré que las MCH en el Transwell permanecieron sin cambios significativos

(P<0.05) en su integridad, bajo las condiciones de cultivo hasta las 96 h (Figura 12).
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Figura 12. Prueba de RET hecha en las membranas corioamnibticas humanas a lo largo de 96 h de cultivo
(n=15; *P<0.05).
Las mismas membranas que fueron utilizadas para la prueba de RET fueron
procesadas mediante técnicas histoloégicas estandar, mismas que permitieron
comprobar que las diferentes regiones (coriodecidua y amnios) mantuvieron una

arquitectura estructural tipica de un corioamnios integro (Figura 13).

58



Figura 13. Integridad anatémica de las membranas corioamnidticas humanas. Andlisis por microscopia de luz de
cortes histologicos de explantes incluidos en parafina con 0 (a), 24 (b), 48 (c), 72 (d) y 96 h(e) de cuitivo. Tincién
con H&E. i. Epitelio amniético; ii. Capa compacta del amnios ; iii. Capa esponjosa del amnios; iv. Regién de
células trofoblasticas y deciduales.

La prueba en la que se midié la difusion transmembranal de la prolina
marcada a través la MCH en el Transwell, demostré que ésta fue de tipo pasivo,
caracteristico de una membrana sin alteraciones estructurales, que eventualmente
explicarian el paso descontrolado y/o el equilibrio de la marca en ambos

compartimentos en un corto tiempo. La MCH en el Transwell actué como una
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barrera integra que 24 horas después del pulso inicial, permitié la difusién solamente
de un tercio del total de la marca radiactiva (P<0.05); este comportamiento fue similar
independientemente de la cara de la membrana en la que se puso el pulso inicial

(Figura 14).
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Figura 14. Difusién de H-Prolina a través de la membranas corioamnidticas en cultivo en el sistema del
Transwell. a.) Radiactividad detectada en el compartimento del amnios después de un pulso inicial (tiempo 0) en
la region coriodecidual. b.) Radiactividad en la coniodecidua después de incubar el amnios con la marca durante

cada uno de los tiempos indicados (n=5; *P<0.05)
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Una vez demostrado que a auln a las 96 h de cultivo, las membranas
mantenian parametros de viabilidad, integridad y estructura sin cambios

significativos, se procedid a estimular diferencialmente a las MCH.

11.2. ESTIMULACION CON LIPOPOLISACARIDO.

11.2.1 Secrecién de IL-18 Y TNFc.

En el medio de cultivo de ambos compartimentos, se cuantifico la
concentracién de IL-1B y TNFa después de la estimulacion diferencial con 500 ng/mL
de LPS por 24 h. Como muestra la figura 15, la endotoxina bacteriana indujo en
promedio el incremento de hasta 25 veces en la concentracion de IL-1B en ambos
compartimentos, comparado con sus comespondientes controles (P<0.001); sin
embargo, comparado con el amnios, la produccion de esta citocina fue de casi el
doble en el compartimento coriodecidual, tanto cuando el estimulo se hizo
exclusivamente en esta cara de las membranas, como cuando se hizo en forma
simultanea en ambas regiones.

Cuando la coriodecidua y el amnios se cultivaron y estimularon
independientemente con la misma dosis de endotoxina, unicamente la coriodecidua

secretd cantidades significativas (P<0.01) de IL-1p (Tabla 1).
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Figura 15. Secrecion in vitro de IL-1/ después de la estimulacién diferencial con 500 ng/mL de LPS por 24 h.
C. Coriodecidua y A. Amnios. (n=5; *P< 0.001).

Resultados similares fueron obtenidos para la secrecion de TNFa después de
la estimulacion con LPS, ambas regiones respondieron sintetizando cantidades
significativas de esta citocina (P<0.001), sin embargo, l|a coriodecidua respondio
mucho mas potentemente después de un estimulo directo con la endotoxina, ya que
sintetizo casi 70 veces mas citocina en comparacion con el basal (P<0.001), lo que
resulté ser el doble del incremento presentado por el amnios bajo las mismas

condiciones de estimulacion (Figura 16).
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Figura 16. Secrecion in vitro de TNFa después de la estimulacion diferencial con 500 ng/mL de LPS por 24 h.
C. Conodecidua y A. Amnios. (n=5; *P< 0.001).
Cuando coriodecidua y amnios fueron separados y cultivados en forma
independiente, ambos secretaron al medio de cultivo cantidades significativas

(P<0.01) de TNF-q; sin embargo, la coriodecidua secretd cuatro veces mas citocina

que el amnios (Tabla 1).

Secrecidn in vitro de IL-18 y TNFa en coriodecidua y amnios cultivados
y estimulados en forma independiente con 500ng/mL de LPS

TABLA 1 Estimulacion con LPS
CORIO- CORIO- AMNIOS AMNIOS
DECIDUA DECIDUA CONTROL TRATADO
CONTROL TRATADA
IL-1B 0.05 3.59* 0.061 0.093
(Palug proteina) | (+0.06) | (#1.7) | (+0.09) (£0.1)
TNF-a 17.5 959.1* 25.41 235*
(pg/ug proteina) (£3.53) | (x471.3) (£14.8) (£119.9)
n=5; *P=<0.01
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11.2.2 Secrecion y actividad gelatinolitica de la forma proenzimatica y activa de
la MMP-2 y la MMP-9.

Como marcadores de degradacibn de MEC se analizaron, mediante
zimografia, los patrones de secrecion y actividad gelatinolitica de la forma

proenzimatica y activa de la MMP-9 y la MMP-2 (Figura 17).
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Figura 17. Zimograma representativo que muestra el patrén de secrecién y actividad gelatinolitica de las
MMP-2 y MMP-9 después del tratamiento diferencial con LPS. C. Coriodecidua; A. Amnios; m.a.marcador de
actividad (U947). (n=5)

El analisis densitométrico de los diferentes zimogramas mostré que en las
tres modalidades de estimulacién con LPS, la coriodecidua fue la Unica regiéon que

secretd cantidades significativas (P<0.05) de ambas gelatinasas (Figura 18).
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Figura 18. Anélisis densitométrico de las bandas de degradacién inducidas por la pro-MMP2 y proMMP-$
secretadas al medio de cultivo por las diferentes regiones de las membranas después del tratamiento con LPS.
C. coniodecidua, A. Amnios (n=5;* P<0.05).

La determinacion cuantitativa de las formas latente y activa de la MMP-2 y la MMP-9
mostré que efectivamente, después del tratamiento con LPS, la secrecion de la forma
latente de la gelatinasa A (MMP-2) se increment6 hasta tres veces en la coriodecidua en
comparacion con la sintesis basal de esta misma region (P<0.05), éste fue independiente
del sitio de contacto inicial con la endotoxina. El amnios no presentd diferencias
significativas en los niveles de proMMP-2 secretados al medio (Figura 19).

En comparacion con los niveles presentados tanto en coriodecidua como en amnios

bajo condiciones basales, ninguna de las modalidades de estimulacion se tradujo en un

cambio significativo en los niveles de la forma activa de la MMP-2 (Figura 19).
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Figura 19. Secrecién de la forma latente y activa de la MMP-2 después del tratamiento diferencial
con 500ng/mL de LPS. C. Coriodecidua; A. Amnios; n=5, *P<0.05.

Si bien la proMMP-2 presentd un claro incremento en la coriodecidua después del
tratamiento con LPS, la proMMP-9 desplegé un patréon de secrecion un tanto distinto, ya
que aunque el estimulo directo en cara matema se tradujo en el aumento en la
concentracion de proMMP-9 de hasta 5.4 veces comparado con el control (P<0.05), el
amnios también sintetizé 1.9 veces mas proenzima (P<0.05) después de que la
membrana fuera sometida a el estimulo simuitaneo de ambas regiones.

La concentracion de la forma activa de la MMP-9 no se modifico en forma

significativa (P<0.05) (Figura 20).
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Figura 20. Secrecién de la forma latente y activa de la MMP-9 después del tratamiento
diferencial con 500ng/mL de LPS. C. Conodecidua, A. Amnios n=5, *P<0.05.

11.2.2 Secrecién de TIMP1Y TIMP2

La cuantificacion en el medio de cultivo de los inhibidores tisulares TIMP1 y
TIMP2 demostré que no hubo cambio alguno en el patron de secrecion de ninguno

de estos dos factores en ninguna de las regiones de las membranas (Tabla 2).



Secrecion in vitro de TIMP1 y TIMP2 después del tratamiento con 500ng/mL de LPS

TABLA 2 Estimulacion con LPS
ESTIMULOEN ESTIMULO ESTIMULO
CONTROL AMBAS REGIONES EN CORIODECIDUA EN AMNIOS
CORIO AMNIOS CORIO { AMNIOS CORIO AMNIOS CORIO ] AMNIOS
DECIDUA DECIDUA DECIDUA DECIDUA

TIMP1 72.21 43.3 82.7 481 822 41.5 35.75 49.25
(ng/mL/ug (458.5) (#9.64) (£35.5) | (13.44) | (263.11) | (#25.19) | (x4326) | (£40.99)

|___proteina)

TIMP2 974.4 1290.27 1424.22 1680 .4 936.8 1402.0 13726 17408
(ng/mL/pg (#846.5) | (£1328.4) | (£1628.9) | (£12203) | (£1029.9) | (£12323) | (x1176.36) | (£1676.4)
proteina)

n=5:*"P<0.05

11.2.4. Analisis histolégico

Una vez concluidos los tratamientos, las membranas estimuladas con LPS

fueron procesadas para su analisis histolgico, el cual revelé que en comparacion

con una membrana en condiciones basales con el mismo tiempo de cultivo

(72 h) (Figura 21), la MEC de las membranas estimuladas con la endotoxina fue

extensivamente degradada, la zona compacta del amnios fue la mas afectada tanto

cuando el estimulo se hizo en la cara del corion (Figura 22) como en la del amnios

(Figura 23).

Mediante el analisis por microscopia electronica de las zonas de la membrana

que desarrollaron alteraciones, se pudo comprobar la degradacion y desarreglo de la

MEC, estos resultados no son mostrados.




Figura 21. a.) Corte semifino (1um) de una membrana corioamniética humana (10X) en condiciones basales del
tiempo 0 h de cultivo incluida en EPON y tenida con azul de toluidina al 0.5%. a1.) Epitelio amniotico (40X), a2.)
trofoblastos del corion (40X,. b.) Membrana con 72h de cultivo (10X).
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Figura 22. Corte seminifino (1um) de una membrana corioamnidtica humana estimulada por el lado coriodecidual
con 500 ng/mL de LPS, incluida en EPON y tefiida con azul de toluidina al 0.5%. a.) Efectos sobre las distintas
zonas de la matriz extracelular (mec) y la pérdida de continuidad entre el amnios (am) y la coriodecidua (cd) por
el proceso degradativo (10X); b.) Regién del amnios (40X); ¢,d.) Zona compacta donde se muestra el desarreglo
de la mec (40X;) e.) Zona reticular y parte de la capa intermedia (40X), f.) Poblacién de trofoblastos del corion
(40X).
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Figura 23.Corte semifino (1um) de una membrana corioamniética humana estimulada por el lado del amnios con
500 ng/mL de LPS incluida en EPON y tefiida con azul de toluidina al 0.5%. a.) Efectos sobre las distintas zonas
de la matriz extracelular (mec) y la pérdida de continuidad entre el amnios (am) y la coriodecidua (cd) por un
extenso proceso degradativo (10X); b.) Region del amnios (40X); c¢,d.) Zona compacta donde se muestra el
desarreglo de la mec (40X), e.) Zona reticular y parte de la capa intermedia (40X), f.) Poblacién de trofoblastos
del corion (40X).
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11.3 ESTIMULACION CON Streptococcus agalactiae

11.3.1 Secrecion de IL-1B y TNFa

Cuando las membranas fueron estimuladas con 1X10° UFC de Streptococcus
agalactiae, la concentracion de IL-1B en la coriodecidua aumenté aproximadamente
17 veces en comparacion con la concentracion basal (P<0.05) y unicamente cuando
la bacteria fue puesta en contacto directo con esta zona de la membrana. La adicién
simultanea de Streptococcus agalactiae en ambas regiones resultd en el incremento
significativo de la secrecién de [L-18 en el compartimento coriodecidual (P<0.05), el
cual, no alcanzé a ser tan potente al que presentd la misma regiéon cuando el
estimulo se hizo exclusivamente en esta cara de la membrana (Figura 24).

En los experimentos en que amnios y coriodecidua fueron separados,
cultivados y estimulados individualmente, unicamente la coriodecidua fue capaz de
secretar IL-1B en una concentracion que comparada con la basal, incremento

aproximadamente 8 veces (P<0.05) (Tabla 3).
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Figura 24. Secrecién in vitro de IL-1/ después de la estimulacion diferencial con 1X 10° UFC de Streptococcus
agalactiae por 24 h.
C. Coriodecidua; A. Amnios. (n=5; *P< 0.001).

Los resultados muestran que la estimulacién con Streptococcus agalactiae
indujo una importante secrecion de TNFa (P<0.01); esta citocina fue secretada por

la coriodecidua en respuesta a una estimulacion directa con la bacteria (Figura 25).
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Figura 24. Secrecion in vitro de TNFa después de la estimulacion diferencial con 1X10° UFC de Streptococcus
agalactiae por 24 h. C. Coniodecidua; A. Amnios. (n=5; P< 0.001).

Cuando corion o amnios fueron cultivados en forma independiente y

estimulados con Streptococcus agalactiae,

la produccion de TNF-a

fue

significativamente alta en el amnios (P< 0.05), el cual produjo 2.3 veces mas citocina

que el corion bajo las mismas condiciones de estimulacion (Tabla 3).

_Secrecion in vitro de IL-18 y TNFa en coriodecidua y amnios cultivados y estimulados

en forma independiente con 1X1 0° UFC de Streptococcus agalactiae por 24 h.

ABLA 3 Estimulacion con S. agalactiae

CORIO CORIO AMNIOS AMNIOS

DECIDUA DECIDUA CONTROL TRATADO
CONTROL TRATADA
IL-1B 1.39 11.44* 0.12 0.22

(pg/ug proteina) (£1.22) (£7.7) (£0.05) (20.16)

TNF-a 15.5 94.31* 132 224.0*
(pg/ug proteina) (£3.53) | (£25.29) (£2.53) (£74.47)

n=5:*P<0.05
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11.3.2. Secrecion y actividad gelatinolitica de la forma proenzimatica y activa de
la MMP-2 y la MMP-9.

Los patrones de secrecion y actividad gelatinolitica de la forma proenzimatica
y activa de la MMP-2 y MMP-9 fueron analizados mediante zimogramas, los cuales
mostraron que como resultado de la estimulacion diferencial de las membranas con
Streptococcus agalactiae, se incrementé la secrecidon al medio de las formas

proenzimaticas de ambas proteinas en la regién del coriodecidual (Figura 26)

CORIO
CONTROL AMBOS DECIDUA AMNIOS CONT:%('EFIC?':::EIARIO

C

m.a.

Pro MMP-9
e (92 KDa)

Pro MMP-2
€+ (72KDa)

Figura 26. Zimograma representativo que muestra el patrén de secrecion y actividad
gelatinolitica de las MMP-2 y MMP-9 después del tratamiento diferencial con Streptococcus agalactiae.
C. Coriodecidua; A. Amnios; m.a .marcador de actividad (U947). (n=5)

El analisis densitométrico de las distintas bandas de lisis observadas en los
geles, permitié corroborar el incremento significativo (P<0.05) en la secrecion de las
formas proenzimaticas de ambas gelatinasas en la regién de la coriodecidua, ademas
del aumento de la MMP-9 en la cara amniética después de la estimulacioén individual

en esta region (Figura 27).
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Figura 27. Anélisis densitométrico de las bandas de degradacion inducidas por las pro-MMP2 y la proMMP-9
secretadas al medio de cultivo por las diferentes regiones de las membranas después del tratamiento con
Streptococcus agalactiae
C. Coriodecidua; A. Amnios (n=5; *P<0.05)

La determinacion cuantitativa de las formas proenzimaticas y activa de ambas
gelatinasas demostrd que los cambios significativos en el patrén de secrecion de la
proMMP-2 se dieron Unicamente en la region de la coriodecidua; la cual,
independientemente de la zona inicial de estimulacion, respondié secretando un
promedio de 5 veces mas proMMP-2 con respecto al control (P<0.05). Sin embargo,
a pesar de los cambios en las concentraciones de pro-MMP2, la forma activa de esta
gelatinasa no se modificd significativamente en ninguna de las dos regiones de la

membrana ni en ninguna de las modalidades de estimulacion (Figura 28).
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Figura 28. Secrecién de la forma latente y activa de la MMP-2 después del tratamiento diferencial con 1X 10° UFC
de Streptococcus agalactiae por 24 h. C. Conodecidua, A. Amnios( n=5," P<0.05)

El tratamiento simultaneo con Streptococcus agalactiae en ambas regiones de las
membranas indujo en la zona coriodecidual el aumento de 3.5 veces en la concentracion de
la proMMP-2 y de un promedio de 2.3 veces en la misma regién cuando la coincubacion
con la bacteria fue en uno solo de los compartimentos (P<0.05), el amnios no respondié
significativamente en ninguna modalidad de estimulacion (Figura 29).

Con respecto a las condiciones basales, las MCH tratadas con la bacteria no

experimentaron cambios significativos en la secrecién de MMP-2 activa.
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Figura 29. Secrecién de Ia forma latente y activa de la MMP-9 después del tratamiento diferencial con 1X1 0°
UFC de Straptococcus agalactiae. C. Conodecidua; A. Amnios. n=5," P<0.05.

11.3.3 Secreciéon de TIMP1 y TIMP2

Los niveles de secrecion de TIMP1 y TIMP2 no presentaron cambios
significativos después del tratamiento con Streptococcus agalactiae en ninguna de

las regiones de las membranas, ni bajo ninguna modalidad de estimulacion (Tabla 4).
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ESTA TESIS NO SALE
DE LA BIBLIOTECA

Secrecidn in vitro de TIMP1 y TIMP2 después del tratamiento con 1X1 0° UFC de
Streptococcus agalactiae

TABLA 4 Estimulacion con Streptococcus agalactiae
ESTIMULO EN ESTIMULO ESTIMULO
CONTROL AMBAS REGIONES EN CORION EN AMNIOS
CORION | AMNIOS | CORION | AMNIOS | CORION | AMNIOS | CORION | AMNIOS

TIMP1 93.0 46.0 64.5 4583 765 64.6 614 574
(ng/mL/pg (£75.6) (£9.14) (£28.0) (x15.3) (#6193) | (£27.83) | (£2875) | (243.37)
proteina)

TIMP2 1111.75 2124.2 1465.8 1605.0 1827.75 14472 1784.5 1957.8
(ng/mL/pg (*7745) | (*1451.2) | (£912.2) | (£1010.1) | (£1576.6) | (¥612.2) | (x1862.0) | (x1179.3)
proteina)

n=5 *P<0.05

11.3.4. Analisis Histolégico

Una vez concluidos los tratamientos, las membranas estimuladas con
Streptococcus agalactiae fueron procesadas para su andlisis histolégico, el cual
revelé que en comparacion con una membrana en condiciones basales con el mismo
tiempo de incubacion (Figura 21) la MEC de las membranas tratadas fue
extensivamente degradada, siendo la zona compacta resultd ser la mas afectada
tanto cuando el estimulo se hizo en la cara coriodecidual (Figura 30) como en la del
amnios (Figura 31).

El dafio en el arreglo e integridad de la MEC de las membranas fue

corroborado mediante microscopia electronica (datos no mostrados)



Figura 30. Corte semifino (1um) de una membrana coricamnidtica humana estimulada con 1X10° UFC de
Streptococcus agalactiae incluida en EPON y tefida con azul de toluidina al 0.5%. a.) Efectos sobre las distintas
zonas de la matniz extracelular (mec) y la pérdida de continuidad entre el amnios (am) y la coniodecidua (cd) por
un extenso proceso degradativo (10X); b.) Regién del amnios (40X); ¢.) Zona compacta donde se muestra el
desarreglo de los distintos elementos de la mec (40X) d.) Zona reticular y parte de la capa intermedia (40X), e.)
Poblacién de trofoblastos que constituyen al corion (40X).

80



Figura 31. Corte seminifino de una membrana corioamnidtica humana estimulada con 1X10° UFC de
Streptococcus agalactiae incluida en EPON y tefida con azul de toluidina al 0.5%. a.) Efectos sobre las distintas
zonas de la matnz extracelular (mec) y la pérdida de continuidad entre el amnios (am) y la coriodecidua (cd) por
un extenso proceso degradativo y de hidratacion (10X); b.) Region del amnios (40X); c.) Zona compacta donde se
muestra el desarreglo de los distintos elementos de la mec (40X) d.) poblacién de trofoblastos que constituyen al
corion (40X).
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11.4 RET DESPUES DE LOS TRATAMIENTOS.

Una vez concluidos los tratamientos, a un grupo (n=15$ de membranas les fue
medida la RET con el objetivo de garantizar que la integridad celular de las mismas
se mantenia y que los distintos marcadores fueron secretados y contenidos por una
membrana gue no tenia lesiones.

Los valores de RET mostraron que antes (47.53 £+ 7.0 Q/cm?) y después del
tratamiento con el LPS (53.38 +13.56 Q/cm?) 6 con Streptococcus agalactiae (48.59
+10.0 Q/cm?) la resistencia de las membranas al paso de la corriente eléctrica no
tuvo cambios significativos. Estas pruebas se hicieron solamente en las membranas
que fueron tratadas simultaneamente en coriodecidua y amnios, esto por
considerarse que de haber dario, éste seria mayor en una membrana tratada de esta

forma que si solo se estimulara por uno de los lados.
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12. DISCUSION

La RPM es una patologia cuya prevalencia no ha cambiado en los Ultimos
50 arios; a este respecto, los datos epidemiolégicos demuestran que del total de
embarazos que desarrollan esta complicacion el 40% esta asociado con la
presencia de un proceso infeccioso a nivel intrauterino (Pamy y Strauss; 1998,
Asrat y cols., 2001).

Existen una serie de datos clinicos y experimentales que soportan la
hipétesis de que una infeccion que comienza en el area cervicovaginal, puede
ganar acceso hasta la cavidad amnidtica mediante una invasion ascendente y
progresiva del cérvix, decidua y membranas corioamniéticas (Romero y cols.,
1988)

Con el objetivo de poder analizar la respuesta integral de las membranas
fetales humanas ante diversos estimulos infecciosos, disefiamos y validamos un
modelo experimental que reproduce la interaccion entre microorganismos
asociados a infecciones cervicovaginales como el Streptococcus agalactiae Yy
derivados de la pared bacteriana como el LPS, con las distintas poblaciones
celulares de las membranas, las cuales separan dos compartimentos
independientes, reproduciendo de esta forma la funcion que desempenan in vivo.

Adicionalmente y bajo condiciones experimentales equivalentes, se analizé
la respuesta individual de |a coriodecidua y del amnios cultivados y estimulados en

forma independiente.



Las pruebas de RET, difusién transmembranal y el andlisis histologico,
permitieron comprobar que efectivamente trabajamos con un sistema de “dos
camaras”, en el cual, las MCH actian como una barrera selectiva real sin ningun
tipo de alteracion de la continuidad e integridad celular y/o tisular que pudiera
disminuir su viabilidad y/o funcionalidad.

Se evaluaron dos tipos de marcadores funcionales: la secrecion de IL-1B y
TNFa como moduladores de la respuesta inflamatoria y la secrecion y actividad de
las proMMP-2, proMMP-9, TIMP2 y TIMP1 como reguladores de la degradacion
de la MEC. Cada uno de estos marcadores han sido involucrados en reportes
previos como factores secretados por el corioamnios en respuesta a un proceso
infeccioso; sin embargo, la mayoria de estos estudios se han hecho en
preparaciones de células aisladas (Dudley y cols.,1996a; 1997b) o bien, en MCH
completas en las que no se preservan las relaciones espaciales ni estructurales
que existen in vivo, que permitan al amnios y la coriodecidua actuar como una
barrera que separa los compartimentos fetal y matemo (Menon y cols., 1995;
Arechavaleta y cols., 2002a).

Existen publicados hasta el momento, sélo dos estudios en los cuales las
membranas se estudiaron en un sistema experimental similar al nuestro, en el cual
se demostrd que pueden sintetizar PG's en la cara amnidtica después de un
estimulo en el lado coriodecidual (Tayson y cols., 1985; Rajasingam y cols., 1998).

Nuestro estudio revela que tanto el tejido amniético como el coriodecidual

presentan patrones de secrecion selectivos de los marcadores funcionales que
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fueron cuantificados después del estimulo con LPS y Streptococcus agalactiae |
algunos de ellos, parecen ser el resultado de una respuesta tejido-especifica; sin
embargo, otros sélo pueden ser explicados por la interaccion cooperativa entre
ambos tejidos.

La estimulacion con LPS resulté en la acumulacion de IL-1B y TNFa en
ambos compartimentos, independientemente de que la endotoxina haya sido
anadida al amnios o la coriodecidua. La secrecion de IL-1B en el compartimento
amniotico pudo ser demostrable Unicamente cuando la coriodecidua y el amnios
estuvieron juntos; en cambio, los experimentos en los cuales ambos tejidos
fueron mecanicamente separados y estimulados, la coriodecidua fue la Unica
capaz de sintetizar y secretar esta citocina.

Estos resultados concuerdan con lo reportado previamente por Menon y
colaboradores (1995), quienes demostraron que el ARNm de la IL-1B es
expresado exclusivamente en las células de la coriodecidua; por lo tanto, la
presencia de IL-1B en el compartimento amnidtico en nuestros experimentos,
puede ser explicada unicamente por la difusién de esta citocina a través de las
membranas fetales desde la coriodecidua, posibilidad que ya ha sido confirmada
en estudios que demuestran la difusion transmembranal de estos compuestos
(Kent y cols., 1994; Stiemer y cols., 1998).

Aunque poco se conoce acerca del transporte de citocinas a traves de los
tejidos, existen evidencias de que estas sefiales pueden modificar el transporte

paracelular; fenémeno que ha sido explorado en varios tejidos epiteliales y que



puede explicar la extensiva difusiéon de la citocinas en nuestro modelo (Nusrat y
cols., 2000).

Por otra parte, el incremento de la secrecion de IL-1p por la coriodecidua
después de estimular el amnios con LPS, implica que esta molécula puede
atravesar el amnios y alcanzar la coriodecidua; o bien, que en el amnios ocurre un
reconocimiento inicial seguido de un evento de transduccion de sefiales hacia la
coriodecidua.

La naturaleza quimica del LPS impide su difusion a través del amniocorion
y aunque en este trabajo no se evalud esta posibilidad, existen algunos reportes
que indican que efectivamente este compuesto no atraviesa las MCH (Romero y
cols., 1985; Rajansigam y cols., 1988); por lo tanto, el unico mecanismo que
explica la secreciéon coriodecidual de IL-1B dependiente del amnios, es la
existencia de una via de senalizacion intramembranosa que inicia en la cara fetal
de las membranas y que necesariamente involucra un mecanismo de transduccion
de senales similar al caracterizado en monocitos y macréfagos.

En estas células inmunoldgicas la via de transduccion que se enciende
después de la estimulacion con LPS es mediada por CD14 y TLR4, la activacién
efectiva de éste Ultimo se traduce en la activacion y translocacién al nucleo del
NFxB, el cual regula la expresion de diversos genes que codifican para
moduladores inflamatorios como [L-1B8, TNFa e IL-6, asi como para diversas

moléculas coestimuladoras que activan células B y T y que permiten el inicio de la

respuesta inmune adaptativa (Modliny cols., 1999),
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Casos de parto pretérmino, complicado con infeccion intramnidtica, han sido
asociados con el incremento en liquido amnidtico de CD14 soluble, el cual puede
activar y sensibilizar células epiteliales al contacto con LPS (Pugin y cols., 1993),
lo que convierte a esta zona de las membranas, en una fuente directa del
incremento en la concentracién de diversas citocinas en el compartimento
amniotico que ha sido reportado consistentemente en la literatura (Gardella y cols.,
2001).

Aun cuando actualmente no hay reportes de la expresion de TLRs en
membranas corioamnidticas, se ha demostrado la presencia de TLR2 y TLR4 en
placentas humanas de embarazos normales a témino (Halmlund y cols., 2002),
inclusive, se ha caractenzado el incremento en la expresion de TLR4 en células de
vellosidades de Hofbauer de placentas pretérmino y en liquido amniético con
corioamnioitis; escenario en el que este receptor ha sido asociado con el
reconocimiento inicial de bacterias gram negativas (Kumazaki y cols. 2004).

La liberacién de grandes cantidades de TNFo después de la estimulacion
con LPS es el resultado de la suma de lo producido por ambos tejidos, ya que
tanto la coriodecidua como el amnios mostraron tener la capacidad intrinseca de
sintetizar y secretar esta citocina, lo que fue corroborado en los experimentos en
que ambas regiones fueron separadas y cultivadas en forma independiente.

El compartimento coriodecidual acumula mas TNFa que el compartimento
amniotico, sin embargo, la presencia de TNFa en la coriodecidua después de la

estimulacion amnidtica puede también explicarse por la difusién de esta citocina o
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activacion de la secreciéon coriodecidual de TNFa por una via de senalizacion
intramembranosa no definida.

Es importante sefalar que el estimulo con LPS induce un patrén de
secrecion diferencial de IL-1B y TNFa en el que las distintas poblaciones celulares
que constituyen al corioamnios, cooperan cuantitativamente en forma diferente y
en el que TNFa se constituye como la principal citocina sintetizada en respuesta al
estimulo con este derivado soluble de origen bacteriano.

La forma en que esta organizada esta respuesta inflamatoria, hace que el
efecto final sea amplificado de manera similar a un mecanismo en cascada que
alcanza incluso al compartimento fetal; evidencia de ello es, que en liguido
amnictico de mujeres con infeccion intramnidtica y parto pretémino las
concentraciones de IL-1B, IL-6, TNF-a e IL-8 se encuentran incrementadas muy
por arriba del valor basal durante el embarazo nomal (Romero y cols., 1990,
1992; Hillier y cols., 1990; Fortunato y cols., 1996; Reisenberger y cols., 1997;
Yoon y cols., 1998; Hsu y cols., 1998).

Diversas pruebas experimentales han demostrado que moduladores
proinflamatorios como IL-1B y TNFa regulan en las MCH y en otros tejidos
gestacionales el incremento en la sintesis de varias MMP's, incluidas la MMP-2 y
la MMP-9 (Huang y cols., 1998; Cheong-Rae y cols., 2000; Vadillo-Ortega y cols.,
2002, Estrada y cols., 2002). Estas enzimas junto con otros factores como PGsy
TIMP’s despliegan capacidades efectoras que explican el debilitamiento de las

MCH, lo que ha pemmitido correlacionar un proceso infeccioso con el incremento
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en el riesgo de desarrollo de RPM (Streptococcus agalactiae Ito y cols., 1990,
Singery cols., 1999;  Vadillo-Ortega y cols., 2002).

La MMP-9 y la MMP-2, enzimas cuyo papel efector explica el extenso
proceso degradativo de los distintos elementos de la MEC que caracteriza a las
MCH en las etapas intermedias y finales del trabajo de parto normal y en aquellas
que se rompen prematuramente (Vadillo-Ortega y cols., 1990; 1996; Riley y cols.,
1899), también han sido asociadas con el debilitamiento y disminucion de la
elasticidad en MCH infectadas (Fortunato y cols., 2000a; Vadillo-Ortega y cals.,
2002).

Nuestros resultados indican que la estimulacion con LPS induce en amnios
y coriodecidua el incremento en la sintesis y secrecion de MMP-9, enzima con
especificidad sobre colédgena tipo 1V, gelatina y proteoglicanos y cuya relevancia
fisiologica y fisiopatogénica en el mecanismo de RPM, radica basicamente en la
“ear=dacion de la colagena tipo IV, que se encuentra distribuida en forma de una
red tridimensional en las distintas capas histoldgicas de las membranas en las que
actua como un soporte de las fibras de colagenas tipo | y Ill que, aunque mas
abundantes, dependen de la integridad de dicha estructura reticular (Halaburt y
cols., 1989; Parry y Strauss, 1998; Vadillo-Ortega y cols., 1995)

A pesar de ser la gelatinasa con mayor concentracion en liquido amniético
durante el proceso normal del embarazo (Riley y cols., 1999), la MMP-2
desempena un papel poco claro y muy controversial tanto en condiciones
normales como patologicas. Diversos autores reconocen a esta gelatinasa como

una enzima constitutiva de las MCH tanto en la gestacion normal (Hulboy y cols.,
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1997, Maymon y cols., 2000) como en casos de corioamnioitis clinica (Maimon y
cols., 2001); situacién que ha sido confimada en modelos de infeccion
intrauterina aguda en primates (Vadillo-Ortega y cols., 2002).

A este respecto, existen datos en la literatura que indican que en
membranas corioalantoideas de rata, la expresion del gen de la MMP-2 presenta
un patron constitutivo a lo largo de toda la gestacion y durante el trabajo de parto;
sin embargo, los patrones de secrecion y activacion de esta enzima se
incrementan significativamente 24 horas antes del inicio del trabajo de parto
normal tanto en las membranas fetales como en el liquido amniético (Meraz-Cruz
y cols., 2003).

No obstante la complejidad de estos resultados, existen pruebas que
documentan el incremento en la secrecién y actividad de la MMP-2 en MCH
estimuladas con endotoxina bacteriana (Fortunato y cols., 1997, 2000a), nuestros
resultados concuerdan con estas observaciones, ya que después de la
estimulacion directa con LPS, la coriodecidua incrementa la secrecion de
proMMP-2 en forma significativa; sin embargo, y aunque el amnios nuevamente no
presenta un cambio estadisticamente significativo bajo ninguna de las
modalidades de estimulacion, si desempefia un papel activo en la transduccion de
la senal hacia la coriodecidua. Nuestros resultados muestran que después de una
estimulacion selectiva con LPS, la proMMP-2 es la principal gelatinasa secretada
por las MCH.

En forma similar a lo observado con las citocinas proinflamatorias, la region

coriodecidual fue la zona de las MCH con mayor capacidad para sintetizar y
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secretar proMMP-2 y proMMP-9 y aunque el amnios tiene una menor capacidad
de respuesta al estimulo con LPS, los resultados indican claramente que esta
zona de la membrana puede transducir dicho estimulo hacia la coriodecidua, con
la que coopera y se coordina para secretar al espacio extracelular proMMP-2 y
proMMP-Q, las cuales ejercen su capacidad proteolitca sobre los distintos
elementos de la MEC.

A este respecto, el andlisis histoldgico muestra que las membranas
estimuladas con LPS desarrollaron un extenso patron de degradacion en la zona
compacta, regién de la cual derivan su fuerza y elasticidad. Cabe senalar que
despuées de la estimulacion, las membranas presentaron un claro hinchamiento,
resultado probablemente, de la exposicion e hidratacion de los proteoglicanos
abundantes en esta zona (Draper y cols., 1995).

Durante el proceso normal del embarazo existe un fino balance entre las
MMP’s y los TIMP's, lo que permite el remodelado coordinado vy equilibrado de
las MHC durante el crecimiento fetal. Sin embargo, en procesos como trabajo de
parto, RPM e infeccion intrauterina, el balance entre metabolismo y degradacion
de MEC se rompe favoreciendo la protedlisis, la cual explica fenémenos como el
borrado del cervix y la ruptura de las membranas (Vadillo-Ortega y cols., 1996;
Fortunato y cols., 2000b).

Estudios pioneros del mecanismo molecular que regula la RPM indican que
el incremento en la actividad de la MMP-9 en liquido amniético se presenta tanto
en mujeres con embarazo normal como en aquellas que desarrollaron RPM, sin

embargo, en estas ultimas, se encuentra acompanado de la disminucion en la
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secrecion y actividad de TIMP-1, lo que supone la inclinacion de la balanza del
metabolismo de coldgena hacia su degradacién aumentada (Vadillo-Ortega vy
cols., 1996).

Se ha demostrado, que cuando las MCH en cultivo se ponen en contacto
con LPS, se induce en éstas el incremento significativo a nivel de la transcripcion
y sintesis de la proMMP-2 y proMMP-9, tanto en corion como en amnios,
Incremento asociado a la disminucién en la sintesis de TIMP2 que regula la
actividad de ambas enzimas; la conjuncion de estos factores se traduce en la
alteracion del equilibrio estequiométrico que existe entre las gelatinasas y sus
inhibidores, cambiando la relacion 1:1 de las condiciones basales a 3.2:1
(Fortunato y cols., 1997; 2000a).

La prueba para determinar la concentracion de TIMP1 y TIMP2 en las dos
caras de la membrana, indicé que ninguno de los dos inhibidores presento
cambios significativos después del estimulo con la endotoxina, una posible
interpretacion es que la agudeza del estimulo no pemitié caracterizar posibles
cambios en el patrén de secrecion.

Como se ha explicado anteriormente, la extensa degradacion de la MEC de
las membranas tratadas con LPS indican que la actividad colagenolitica y
gelatinolitica se incrementd significativamente, lo que necesariamente y a
apegados a un sentido biologico es el resultado del aumento en la actividad
enzimatica de la MMP-2 y la MMP-9; sin embargo, las pruebas de ELISA no
detectaron cambios estadisticamente significativos en la concentracion de la

forma activa de ambas enzimas 24h después del estimulo inicial.
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La aparente incongruencia de estos resultados, puede explicarse en parte a
que la vida media de las formas activas es menor que la de los zimégenos, por lo
que probablemente el momento en el que se hicieron las determinaciones (24h) y
en el que el efecto sobre la membrana estaba ya ampliamente extendido, no fue el
mas adecuado para poder caracterizar un cambio en el patrén de actividad.

En contraste a los efectos del LPS, la estimulacion de las MCH con
Streptococcus agalactiae deriva en la secrecion de IL-18 Unicamente por la
coriodecidua, estos resultados apoyan la idea de que la coriodecidua es la Unica
fuente de sintesis de IL-1B y que esta region contiene los elementos de
reconocimiento de Streptococcus agalactiae; sin embargo, como explicamos
previamente, la IL-1p puede alcanzar eventualmente el compartimento amniotico
por una via de trafico intramembranosa (Menon y cols., 1995; Rajansingam y cols.,
1998).

En condiciones in vivo el Streptococcus agalactiae enciende la via inmune
innata mediante la activacién de macréfagos/monocitos a través de la interaccion
del acido lipoteicoico con CD36/TLR2, lo que se traduce en la sintesis de diversas
citocinas que activan a su vez la respuesta adaptativa (Beutler, 2004). Sin
embargo, el mecanismo mediante el cual esta bacteria se adhiere e infecta células
iInmunoldgicamente no profesionales e induce en éstas la sintesis y secrecion de
factores proinflamatorios, es aun escasamente entendido (Newton y Clark, 1988;
Winram y cols., 1998). Existen algunas evidencias que indican que el &cido

lipoteicoico, el lipopolisacardo capsular, asi como diversas proteinas de adhesion
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estan involucradas en la invasion de estas bacterias en distintos tipos celulares
(Gibson y cols., 1993; Herbert y cols., 2004).

Diversos estudios demuestran que el Streptococcus agalactiae es capaz de
adherirse a las MCH (Galask y cols., 1984; Shoonmaker y cols., 1989),
principalmente a las células de la region coriodecidual, las cuales intemalizan a
las bacterias mediante un mecanismo regulado por un proceso de polimerizacion
de actina. Por otra parte, se ha demostrado que el amnios parece ser mas
resistente a la permeacion e infeccion de Streptococcus agalactiae, 1o que la
identifica como una barrera eficiente que protege a la cavidad amnidtica de este
microorganismo (Winram y cols., 1998). Estas observaciones pueden explicar en
parte la aparente incapacidad de las células epiteliales del amnios para sintetizar
IL-1p} en respuesta al contacto con el Streptococcus agalactiae.

En nuestro estudio, tanto la coriodecidua como el amnios mostraron una
capacidad intrinseca para sintetizar TNFa como resultado del estimulo con
Streptococcus agalactiae; sin embargo, la region coriodecidual fue la principal
fuente de secrecion de esta citocina, tanto cuando el estimulo se hizo inicial y
directamente en esta region, como cuando el amnios recibio el estimulo primario,
esto refuerza la hipotesis de la existencia de una via de senalizacion
iIntramembranosa.

Una inquietud surge cuando la membrana es estimulada simultaneamente
en ambas caras, se observd una muy baja respuesta del corion y una nula
respuesta del amnios en funcion de la secrecion de ambas citocinas, es posible

que una senal contrarregulatoria fuera intercambiada entre los tejidos, resultando
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en un estado de seudoanergia a Streptococcus agalactiae. La posibilidad de que
esta situaciéon ocurra in vivo es altamente improbable, pero indudablemente se
requiere de mayor investigacion.

Ahora bien, la estimulacién con la bacteria viva en las MCH pemitid
caracterizar el papel activo que juegan ambas regiones en la sintesis y secrecion
de proMMP-2 y proMMP-9, enzimas que si bien fueron secretadas tanto por la
cara fetal como materna, fue en esta ultima la que desplegé el mayor incremento,
ya que respondio tanto al estimulo directo como a las sefales enviadas por el
amnios cuando éste fue estimulado.

Los ensayos de ELISA no permitieron identificar la existencia de cambios
significativos en la cantidad de enzima activa en el medio de cultivo, ni en los
niveles secretados al medio de TIMP-1 y TIMP-2. A este respecto, un elemento
clave para interpretar integralmente los resultados, se encuentra en la
comprension de los mecanismos de transporte y regulacién de las vias de
activacion intramembranales de la proMMP-2 y proMMP-9; lo que tal vez nos
permitiria entender el por qué a pesar de no poder caracterizar el incremento
significativo en la forma activa de ambas enzimas, ni la disminucion en los niveles
de los TIMP’s, si podemos demostrar la existencia de un extenso proceso
catabolico de los distintos elementos de la MEC en las MCH después de la
estimulacion tanto con la endotoxina como con el Streptococcus agalactiae .

A pesar de que en numerosos trabajos se demuestran cambios en los
niveles de secrecion de estos marcadores, practicamente ninguno estudia la forma

activa de las enzimas, ni las vias de activacion de las mismas. Actualmente, en
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nuestro laboratorio se han comenzado a desarmollar algunos métodos que
permitan analizar y responder este tipo de interrogantes.

Es importante mencionar que en el presente estudio, se analizé el efecto de
la infeccion con Streptococcus agalactiae sobre la secrecion y actividad de las
dos enzimas cuya actividad gelatinasa ha sido asociada con eventos de RPM
complicados con infeccion intramnidtica; sin embargo, existen antecedentes que
indican que metaloproteasas como MMP-3, MMP-11 (So y cols., 1992; Fortunato y
cols., 1999), MMP-8 (Angus y cols., 2001) y la MMP-1 (Bryant-Greenwood y
Yamamoto 1995) juegan también un papel importante en el establecimiento y
progresion de un proceso degradativo en las membranas fetales.

Actualmente hay pruebas documentales que sostienen que ciertos
microorganismos asociados a infecciones cervicovaginales, secretan proteasas
capaces de degradar elementos de la matriz extracelular, provocando de manera
directa, reduccion en la fuerza y elasticidad de las membranas (McGregor y cols.,
1987;Schoonmaker y cols., 1989; Katzura y cols., 1989; Draper y cols., 1995); sin
embargo, es poco probable que la actividad proteolitica derivada de bacterias
Cuente con proteinas con especificidad por los elementos de la MEC; que bajo
condiciones fisiologicas son bastante resistentes a la actividad de proteasas
diferentes a las MMPs, que solamente son producidas por células eucariontes.

Sabemos que parte del debilitamiento de la estructura de las MCH después
de los estimulos infecciosos puede ser explicado por la disminucion en la
celularidad de las mismas, consecuencia de la muerte celular por apoptosis,

mediada y acelerada en gran parte por los diferentes mediadores proinflamatorios
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que son producidos en respuesta a la infeccion. Datos en la literatura indican que
el epitelio amniético, que en nuestro estudio mostro tener la capacidad intrinseca
para sintetizar TNFo, uno de los principales factores proapoptéticos que se han
caracterizado, es la region de las MCH que presenta un claro patron de muerte
por apoptdsis en casos de RPM complicados con corioamnioitis (Lei y cols., 1996;
Espinoza y cols., 2002; Fortunato y cols.,2000b, 2002; Arechavaleta y cols.,
2002b).

Los resultados de este proyecto de investigacion aportan informacion
adicional que permite una mejor comprension sobre el origen celular de factores
proinflamatorios y prodegradativos cuyo incremento en liquido amniético y tejidos
gestacionales es bien conocido en mujeres con infeccién intramnidtica (Romero
y cols., 1988; Asrat, 2001)

El hecho de que la coriodecidua sea la regiéon que sintetiza mas
activamente IL-18 y TNFa, puede explicar las cantidades significativas de
proMMP-2 y proMMP-9 que son secretadas por esta zona de las MCH y consolida
a la region coriodecidual como la que coordina la respuesta ante estimulos
iInmunolégico-infecciosos que favorece el microambiente inmunolégico que dicta
la continuidad o no del embarazo.

La complejidad en los patrones de secrecién de IL-1B y TNFa y el hecho de
que la coriodecidua sea una region con la capacidad de responder a sefiales
autécrinas y a sefales procedentes del extremo opuesto de la membrana, pueden
ser explicadas en parte a la sensibilidad que otorga la expresion de receptores de

membrana como TNFaR p55 (TNF-RI), TNFa p75 (TNF-RIl), IL-1R (Beargen vy
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cols., 1994; Steinbom y cols., 1998 a, 1998b), que se expresan en poblaciones de
corion y decidua y que pueden revelar parte de la enormemente compleja red de
sefalizaciones e interacciones autdcrinas y paracrinas que existen en las distintas
poblaciones celulares de las membranas fetales.

Adicionalmente, nos permmite reconocer las limitadas capacidades de
secrecion del amnios, situacion que en parte puede ser explicada por la
sensibilidad de las células del epitelio amniético a factores proinflamatorios para
los que so6lo expresa el TNF-RI (Stebom y cols., 1998 a), lo que acota
sensiblemente su capacidad de respuesta. Sin embargo, nuestros resultados
permiten caractenzar en esta region, la capacidad de transducir sefales hacia la
coriodecidua, permitiendo de esta forma una respuesta oportuna y coordinada del
corioamnios.

Evidencia reciente de un mediador derivado de amnios capaz de activar al
corion bajo condiciones relacionadas con la infeccion, ha sido descrito por
Ognjanovic y Bryant-Greenwood (2002), ellos han demostrado que el “B-cell
colony-enhancing factor’, es una citocina que es expresada constitutivamente por
las MCH durante el embarazo pero que se incrementa en procesos de
corioamnioitis.

La carga genética que regula la respuesta inflamatoria, puede explicar la
respuesta variable de las membranas a la infeccion; como se ha demostrado
recientemente, algunas MCH acarrean un polimorfismo genético que explica la
presencia de genes hiper-responsivos de IL-1B y/o TNFa, que sintetizan grandes

cantidades de citocinas en condiciones basales y en respuesta a estimulos
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inmunolégico-infecciosos (Roberts y cols.,, 1999; Hemandez-Guerrero y cols.,
2003). Aunque nosotros no evaluamos esta parametro, creemos que las
variaciones en las concentraciones basales de estas citocinas en las MCH en
cultivo, puede ser explicado desde el punto de vista genético.

En este estudio, obtuvimos elementos de prueba que nos permiten afirmar
que las MCH pueden reaccionar diferencialmente al arribo de microorganismos,
dependiendo de la ruta primaria de contacto (amnios o coriodecidua) o de la
naturaleza del estimulo (organismo completo o producto soluble). .

Adicionalmente podemos sugerir la existencia de al menos dos mecanismos
de activacion: uno dependiente de la interaccion de productos solubles como LPS
y un segundo mecanismo que puede ser explicado en parte por el reconocimiento
de EGB por células inmunes localizadas en la cara de la coriodecidua y que
permiten iniciar una respuesta inflamatoria.

Todo lo anteriormente expuesto, supone la existencia de una via de
transporte y sefializacion intermembranosa no caracterizada que permite entablar
una activacion coordinada, cooperativa y bidireccional entre las distintas

poblaciones celulares que constituyen al corioamnios humano.
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13. CONCLUSIONES

¢ EL TNFa ES EL PRINCIPAL MODULADOR INFLAMATORIO
SINTETIZADO POR LAS MEMBRANAS CORIOAMNIOTICAS
HUMANAS DESPUES DE LA ESTIMULACION SELECTIVA CON
LIPOPOLISACARIDO BACTERIANO.

¢ LA IL-1B ES LA CITOCINA SINTETIZADA EN MAYOR CANTIDAD
POR LAS MEMBRANAS CORIOAMNIOTICAS HUMANAS COMO
RESULTADO DE LA ESTIMULACION SELECTIVA CON
Streptococcus agalactiae .

¢ EL ESTIMULO SELECTIVO CON LIPOPOLISACARIDO O
Streptococcus  agalactiae, INDUCE EL  INCREMENTO
SIGNIFICATIVO DE LA SINTESIS Y SECRECION DE LAS
ENZIMAS MMP-2 Y MMP-9 QUE DEGRADAN DISTINTOS
ELEMENTOS DE LA MATRIZ EXTRACELULAR DEL
CORIOAMNIOS HUMANO.

¢ LA MMP-2 Y LA MMP-9 SON PARTE DE LA MAQUINARIA
ENZIMATICA RESPONABLE DEL DEBILITAMIENTO
ESTRUCTURAL DE LAS MEMBRANAS CORIOAMNIOTICAS
HUMANAS ESTIMULADAS CON LIPOPOLISACARIDO O
Streptococcus agalactiae .
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¢ LOS PATRONES DE SECRECION DE TIMP-1 Y TIMP-2
PERMANECEN SIN CAMBIOS SIGNIFICATIVOS DESPUES DE LA
ESTIMULACION CON LIPOPOLISACARIDO O Streptococcus
agalactiae.

+ INDEPENDIENTEMENTE DE LA ZONA INICIAL DE CONTACTO,
LA CORIODECIDUA ES LA PRINCIPAL REGION DE LAS
MEMBRANAS CORIOAMNIOTICAS HUMANAS CAPAZ DE
SINTETIZAR IL-1B, TNFa, proMMP-2 Y proMMP-9 EN RESPUESTA

AL ESTIMULO CON LIPOPOLISACARIDO O Streptococcus
agalactiae .

¢ LAS MEMBRANAS CORIOAMNIOTICAS HUMANAS PUEDEN
REACCIONAR  DIFERENCIALMENTE AL ARRIBO DE
MICROORGANISMOS PATOGENOS, DEPENDIENDO DE LA
RUTA PRIMARIA DE CONTACTO (AMNIOS O CORIODECIDUA) O
DE LA NATURALEZA DEL ESTIMULO (MICROORGANISMO
COMPLETO O PRODUCTO SOLUBLE).

¢ EXISTE UNA VIA DE TRANSPORTE Y SENALIZACION
INTERMEMBRANOSA NO CARACTERIZADA QUE PERMITE
ENTABLAR UNA ACTIVACION COORDINADA, COOPERATIVA Y
BIDIRECCIONAL ENTRE LAS DISTINTAS POBLACIONES
CELULARES QUE CONSTITUYEN AL CORIOAMNIOS HUMANO.
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15. ABREVIATURAS

15.1 ABREVIATURAS EN ESPANOL

EGB Estreptococo del grupo B

HLA Hidrolizado de lactoalbimina

IL-18 Intedeucina-1p

IL-6 Interleucina-6

IL-8 Interleucina-8

IL-10 Interleucina-10

IL-16 Interleucina-16

IL-18 Interleucina-18

LPS Lipopolisacarido

MCH Membranas corioamniéticas humanas

MEC Matriz extracelular

MIP-1a Proteina inflamatoria de macréfagos -1a

MMP's Metaloproteasas de matriz extracelular

MMP-2 Metaloproteasa de matriz extracelular-2

MMP-9 Metaloproteasa de matriz extracelular-9

PG's Prostaglandinas

PGEz Prostaglandina E;

RET Resistencia eléctrica transmembranal

RPM Ruptura prematura de membranas

SFB Suero fetal bovino

TIMP1 Inhibidor tisular de metaloproteasas de matriz
extracelular -1

TIMP2 Inhibidor tisular de metaloproteasas de matriz
extracelular -2

TNFa Factor de necrosis tumoral o

15.2 ABREVIATURAS EN INGLES

LBP Lipopolysacharide binding protein

GBS Group B Streptococci

NF-K Nuclear factorkappa B

RANTES Regulated on activation normal T cell expressed and
secreted

PROM Premature rupture of membranes

TLR Toll-Like receptors
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ABSTRACT

The present study evaluated the secretions of interleukin (IL)-
1B ana tumor necrosis factor (TNF) a by fetal membranes stim-
ulated with group B streptococci (GBS) and lipopolysaccharide
(LPS). The aim was to evaluate the initial response of full-thick-
ness membranes to the microbial insult using an in vitro exper-
imental model that allowed testing of the individual contribu-
tions of amnion and choriodecidua to stimulation. Full-thickness
membranes were obtained after delivery by elective cesarean
section from women at 37-40 wk of gestation without evidence
of active labor. The membranes were mounted in Transwell de-
vices, physically separating the upper and lower chambers. The
LPS (500 ng/ml) or GBS (1 X 10° colony-forming units/ml) was
added to either the amniotic or choriodecidual surface, and ac-
cumulation of IL-1p and TNFe were measured in both com-
partments using a specific ELISA. Fetal membranes followed dif-
ferent patterns of secretion of proinilammatory cytokines that
depended on (he <ide to which the stimulus was added or the
nature o1 the stmulus itself. The TNFa was secreted by amnion
and choriodecidua in the presence of LPS or GBS, and stimu-
lation with GBS induced a greater synthesis of [L-18 than did
stimulation with [I'S. Choriodecidual tissue was more respon-
sive than amniotic tissue, and this response tended to be higher
even when the stimuiation was only on the amniotic side. How-
ever, the amnion plays an active role in recognizing LPS or GBS,
contributing a significant amount of TNFa. Thus, cooperative
and bidirectional communications occur between amnion and
choriodecidua in response to bacterial products, which include
intermembranous cytokine traific and signaling between tissues.

cytokines, parturition, placenta, pregnancy

INTRODUCTION

Intrauterine infection is a plausible explanation for pre-
mature rupture of fetal membranes (PROM) [1]. Even
though the cntire pathogenesis has not been described, a
hypothesis iinking the inflammatory response to PROM has
emerged. und ascendant colonization of the genital tract is
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a proposed mechanism [2]. The presence of pathogenic mi-

such as group B su'eptococc:l (GBS), in the
cervix, decidual chorionic tissues, or amniotic cavity trig-
gers a local network of signals produced by both immune
and nonimmune cells [3]. These signals coordinate the host
defenses against infection, but unfortunately, they also may
produce selective damage to fetal membranes, leading to
PROM (among other pathogenic effects) [4]. The molecular
mechanism of damage is supposed to occur after the initial
contact between reproductive tract cells and bacteria or
some toxic bacterial products, such as lipopolysaccharide
(LPS), lipid A, or lipoteichoic acid [5], which results in the
induction of a proinflammatory condition. The secretion of
various cytokines [6] triggers a secondary wave of local
mediators, including prostaglandin (PG) E,, PGF,, [7], and
matrix metalloproteinases [8]. The resulting microenviron-
ment results in variable amounts of uterotonic compounds
and extracellular matrix-degrading enzymes that may act
on both fetal membranes and cervix [9], leading to either
PROM or preterm delivery. Although we do not know the
specific mechanisms that lead to PROM or preterm deliv-
ery, rupture of the membranes will develop if selective deg-
radation of the amniochorionic extracellular matrix is the
main event [10-12].

Several reports have evaluated human fetal membrane
responses to entire bacteria and their products by using in
vitro models that resemble intrauterine infection. Decidual
cells are capable of synthesizing at least interleukin (IL)-
1B and tumor necrosis factor (TNF) « as well as 1L-6, IL-
8, and 1L-10 in response to infection-like conditions [5, 13—
15], and they have IL-1, IL-6, TNF-1, and TNF-II receptors
[16]. Chorionic cells are also capable of responding to bac-
terial products secreting at least I1L-18, 1L-6, IL-8, and 1L-
10 [17, 18], and they express 1L-1B and 1L-6 receptors [19].
Local macrophages express IL-6, TNF-l, and TNF-II re-
ceptors [16]. Epithelial amnion cells can also react to in-
fection-emulating conditions by secreting 1L-6 and IL-8
[20]. This reveals the existence of complex autocrine and
paracrine interactions between amniochorionic cells when
exposed to intrauterine infections [21]. However, few ex-
perimental studies using entire membranes have been con-
ducted to study the integral reaction of the amniochorion
to bacterial products by trying to emulate the natural con-
ditions of bacteria and host interactions. Enough clinical
information is available to support the idea that intrauterine
infections arise from initial bacterial growths in the lower
genital tract that overcome natural, nonspecific defense bar-
riers in the cervix, making the choriodecidua the next site
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of microbial invasion [2]. At this stage, the membranes
must act as a mechanical barrier and deploy an inflamma-
tory response to control the infection. We have evidence
from experimental models that choriodecidual infection can
follow a chronic course or may be controlled without any
further complications [9]. Although pregnancy is severely
compromised when intraamniotic infection occurs, further
knowledge regarding the mechanisms of interaction be-
tween different microorganisms and fetal membranes is
central to the understanding of how infection may end in
PROM or preterm labor.

To understand the interactions between choriodecidua
and amnion in the presence of infectious agents, we have
developed an ex vivo experimental model in which we em-
ulate the anatomical relationships of the fetal membranes,
maintaining the selective barrier function of the membranes
(making possible selective stimulation of either the chori-
odecidua or amnion with LPS or GBS) and measuring the
compartmentalized secretions of IL-1B and TNFa. Char-
acterization of the initial response of amnion or choriode-
cidua resulting in secretion of these cytokines is addressed.

MATERIALS AND METHODS

Fetal Membrane Explants and Culture

This project was approved by the Internal Review Board of Instituto
Nacional de Perinatologia in Mexico City (register no. 212250-06101).
Ten fetal membranes were obtained after delivery by elective cesarean
section with written informed consent. Five of the membranes were used
for stimulation with LPS, and the other five were used for GBS experi-
ments. Women at 37-40 wk of gestation without evidence of active labor
or clinical or microbiological signs of chorioamnionitis or lower gemital
tract infections were included, General microbiological analyses were con-
ducted on the placenta and fetal membranes immediately after delivery by
rolling a sterile swab across a randomly selected area and performing
standard microbiological procedures.

The membranes were transported to the laboratory in sterile Dulbecco
modified Eagle medium (DMEM; Gibco BRL, Bethesda, MD) and rinsed
in sterile Hanks balanced salt solution (Gibco BRL) to remove adherent
blood clots. Membranes were manually cut into disks (diameter, 18 mm)
and were held with silicone rubber rings in the upper chamber of a Tran-
swell system (Costar, New York, NY) in which the original polyethylene
terephthalate membrane had been removed. In this model, the choriode-
cidua faces the upper chamber, and the amnion faces the lower chamber,
making it possible to test the two compartments independently (Fig. 1).

One milliliter of DMEM supplemented with 10% fetal calf serum
(FCS), | mM sodium pyruvate, and | % antibiotic-antimycotic solution
{penicillin, 100 U/ml; streptomycin, 100 pg/ml; amphotericin B, 0.25 pg/
ml; Gibco BRL) was added to each chamber. The mounted explant was
then placed in a 12-well tissue-culture plate (Costar) and incubated under
5% CO; in 95% air at 37°C.

Another set of studies was performed simultaneously in which amnion
and choriodecidua were manually separated and cut into disks (diameter,
12 mm) using a biopsy punch. Two pieces of choriodecidua or amnion
were placed in each well of a 24-well tissue-culture plate with 1 ml of
DMEM supplemented as described above.

Tissue Viability

Viability of membranes in the two-chamber model and in separated
amnion or choriodecidua was determined by a colorimetric assay using
tetrazolium salts added to the culture medium (Boehringer Mannheim,
Germany). The assay is based on cleavage by metabolically active cells
of the yellow tetrazolium salt XTT to form an orange formazan dye [22].
The assay was performed every 24 h of culture over 5 days.

Verification of the existence of a “two-chamber” system in which the
amniochorion acts as a true selective barrier was evaluated by measuring
the transepithelial electrical resistance (TER) of membranes as a measure
of their physical integrity during experimental manipulation [23]. Briefly,
randomly chosen membranes that were in culture in the Transwell model
were taken out at 24, 48, 72, and 96 h under every experimental condition
and immediately placed as a flat sheet between two Lucite chambers (filled
with DMEM) of an Ussing chamber (UNAM, Mexico). A Millipore ace-
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Diagram of the Transwell culture system. The fetal membranes

FIG. 1.
were held with silicone rubber rings in the upper chamber of a Transwell
unit. In this model, the choriodecidua faces the upper chamber, and the
amnion faces the lower chamber, making it possible to test two indepen-
dent compartments separately.

tate filter (diameter, 13 mm) was used as a support for the membrane. A
current pulse of 20 wA was applied, and the voltage deflection was mon-
itored in the vicinity of the membrane by two silver electrodes. Electrical
resistance was measured in at least 10 different points for each membrane,
and the contributions of the filter, solutions, and electrodes were subtract-
ed. This information was interpreted as the actual integrity of the mem-
branes at different incubation times. At least five different membranes
were evaluated in each experiment.

Microscopy

Membranes were analyzed by standard histology techniques using he-
matoxylin-and-eosin staining to verify the anatomical integrity of the tis-
sues following incubation.

Stimulation of Membranes in Culture

Explants were preincubated for 48 h in medium containing FCS to
stabilize the tissues after manipulation [24]. After this time, the medium
was changed to DMEM with 0.2% lactalbumin hydrolysate (Gibco BRL),
and all experiments were carried out in this medium after 24 h. The ex-
plants were stimulated with 500 ng/ml of LPS from Escherichia coli 055:
B5 (Sigma, St Louis, MO) [24] or coincubated with 1 X 10® colony-
forming units/ml of Streptococcus agalactiae |5], serotype 111 (9710860)
isolated from vaginal exudates. Potentially toxic effects of bacterial over-
growth were prevented by the presence of antibiotics in the media, Media
from either the amnion- or the choriodecidua-facing chamber were col-
lected after 24 h of incubation.

Each experiment with explants mounted in the Transwell system in-
cluded the following four conditions in triplicate for each membrane: 1)
control membranes in which only medium was added to the compartments,
2) GBS or LPS were added simultaneously to both compartments, 3) GBS
or LPS were only added to the choriodecidual side, and 4) GBS or LPS
were only added to the compartment in contact with the amnion. The
media on either side were collected at 24 h and stored frozen at —70°C
until assayed.

Separated amniotic or choriodecidual tissues were stimulated under
equivalent conditions. The concentrations of protein in all samples were
estimated using the method of Bradford [25].

Cytokine Assays

The IL-1B and TNFe concentrations were quantified by ELISA ac-
cording to standard methods [24]. Monoclonal antibodies against IL-18 or
TNFa (R&D Systems, Minneapolis, MN) were used as the capture anti-
bodies, and polyclonal biotinylated antibodies against both cytokines were
used as detection antibodies (R&D Systems), Standard curves were de-
veloped using human recombinant IL-18 (R&D Systems) or human re-
combinant TNFa (R&D Systems). The IL-13 ELISA had a sensitivity of
15.6 pg and was linear in the range from 20 to 1000 pg/ml. The TNFa
ELISA had a sensitivity of 3.91 pg/ml and was linear in the range from
5.0 to 500 pg/m. Both intra- and interassay coefficients of variation were
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TABLE 1. Secretions of IL-1B and TNFa after 24-h stimulation with LPS,
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Stimulation in chorion

Stimulation in amnion Stimulation in both sides

Basal

CHD Amnion CHD Amnion CHD Amnion
CHD? Amnion response response response response response response

IL-1B (pg/cm?) 38.0 27.0 1184.2¢ 653.0¢ 830.0¢ 612.0¢ 1167.0° 627.0¢
(*£44.7)b (£29.5) (£767.4) (£353.3) (£375.69) (+£236.6) (£142.8) (=400.6)

TNFa (ng/cm?) 3.3 2.5 222.0¢ 88.0¢ 104.5¢ 168.9 233.° 84.4¢
(£0.46) (£1.3) (£96.8} (=43.0} (£48.6) (£37.7) (£17.5) (=4.6)

4 CHD, Choriodecidua.
b Values in parentheses represent mean = SD.
< Statistically significant with respect to basal values.

less than 5%. A rigorous quality-control program, including external and
internal standards for both cytokines, is followed in our laboratory.

Statistical Analysis

Comparisons between groups were performed using the Kruskal-Wallis
one-way analysis of variance on rank tests, and P < 0.05 was considered
to be significant. All values are mean * SD unless otherwise stated.

1% 123 (Separated chorion or amnion)
B. Basal
800 - . S. Stimulated
e
—
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2
m <
0
B s B s
Chorion Amnion
400 -
2b (Separated chorion or amnion)
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g
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o []
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Chorion Amnion
FIG. 2. Amnion and choriodecidua were separated and stimulated in

explant culture over 24 h with 500 ng/ml of lipopolysaccharide, and the
in vitro productions of IL-1B (a) and TNFa (b) were measured. Each bar
represents the mean + SD of five different experiments. Significant dif-
ferences between basal (B) and stimulated (S) conditions are indicated (*P
< 0.05).

RESULTS

Histology, TER, and tissue-viability assays indicated that
the integrity and function of the membranes were main-
tained under the culture conditions for at least 96 h. The
TER basal values (42.81 = 5.5 Q/cm?) did not show a
significant decline during incubation with either LPS (53.38
+ 13.56 Q/cm?) or GBS (48.59 + 10.0 )/cm?). Cytokine
production was normalized as ng/cm? of full-thickness
membranes.

We evaluated IL-1f@ and TNFa secretion into the culture
media after stimulation with 500 ng/ml of LPS for 24 h.
Stimulation of any side of the membranes with LPS using
the Transwell model induced a minimum increase of 22-
fold in the IL-1B concentration in both amniotic and cho-
riodecidual compartments compared with the corresponding
controls (n = 5, P < 0.05) (Table 1). However, IL-1B
reached twice the concentration in the choriodecidual com-
partment compared with the amniotic compartment when
the choriodecidua was directly stimulated either alone or
simultaneously with the amnion (n = 5, P < 0.001) (Table
1). When choriodecidua and amnion were cultured and as-
sayed individually, only the choriodecidua secreted IL-1B
in response to LPS (n = 5, P < 0.05) (Fig. 2a).

Similar results were obtained for TNFa secretion after
stimulation with LPS, except that the minimum increase in
secretion was 35-fold above the basal conditions (n = 5, P
< 0.05) (Table 1). When amnion and choriodecidua were
manually stripped and cultured, they secreted TNFa in re-
sponse to LPS; however, the choriodecidua secreted three-
fold more cytokine than the amnion (n = 5, P < 0.01) (Fig.
2b).

When the membranes were stimulated with GBS, the IL-
1B concentration increased in the choriodecidual compartment
to an average level 30-fold above the basal concentrations and
only when GBS was added directly to the choriodecidual
compartment (n = 5, P < 0.05) (Table 2). Adding GBS si-
multaneously to amnion and choriodecidua resulted in in-
creased secretion of IL-1B into the choriodecidual compart-
ment, but this never reached the response observed when the
choriodecidua was stimulated alone (n = 5, P < 0.05) (Table
2). The nonresponsive behavior of the amnion was confirmed
using separated membranes. In those experiments, only the
choriodecidua was capable of secreting IL-IB (n = 5, P <
0.05) (Fig. 3a). However, the maximum secretion of IL-18 by
the isolated choriodecidua was only a fraction of that secreted
when the membranes were cultured together (Fig. 3a).

Secretion of TNFx was induced by GBS, and higher
concentrations were found in the choriodecidual compart-
ment when this portion of the membranes was stimulated
directly (n = 5, P < 0.05) (Table 2). However, concentra-
tions never reached the maximum responses observed with



SECRETION OF CYTOKINES BY AMNIOCHORION

TABLE 2. Secretions of IL-1B and TNFa after 24-h stimulation with GBS.
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Stimulation in chorion

Stimulation in amnion Stimulation in both sides

Basal

CHD Amnion CHD Amnion CHD Amnion
CHD# Amnion response response response response response response
IL-18 (pg/cm?) 268.2 205.3 7832.0¢ 799.0 226.9 195.0 2027.8¢ 3243
(£326.0)" (£361.2) (£694.1) (£575.4) (£160.8) (£214.5) (£982.4) (£161.7)
TNFa (ng/cm?) 1.9 2.5 77.1¢ 16.4 48.0¢ 33.0¢ 32.2¢ 238
(=1.7) (£2.8) (£58.5) (£3.9) (=11.1) (£30.4) (£17.0) (+0.69)

4 CHD, Choriodecidua.
" Values in parentheses represent mean = SD.
© Statistically significant with respect to basal values.

LPS stimulation. When choriodecidua or amnion were cul-
tured in separate wells and stimulated with GBS, the pro-
duction of TNFa was significantly higher in the amnion (n
= 5, P < 0.05) (Fig. 3b).

DISCUSSION

Different clinical and epidemiological evidence supports
the hypothesis that infection starting in the cervicovaginal
area may reach the amniotic cavity by an ascendant and
progressive invasion of the internal cervix, choriodecidua,
and chorioamniotic membranes [2, 26]. The experimental
model we used in the present study was designed to emu-
late the presence of two compartments separated by a fully
functional amniochorion and to replicate the response of
fetal membranes to LPS and GBS when added to either
choriodecidua or amnion. This can be relevant to our un-
derstanding of the actual mechanisms of ascending cervi-
covaginal infections. For these infections, the first step must
be contact with the choriodecidua before reaching the am-
niotic face of the fetal membranes. In addition, experiments
to evaluate the individual response of separated choriode-
cidua and amnion were performed under equivalent exper-
imental conditions to isolate the individual response of both
tissues. Fetal membranes were fully functional during the
experimental procedures, and evidence of physical integrity
allowed us to show that IL-1B or TNFa found in the cho-
riodecidual or amniotic compartments after stimulation
with LPS or GBS were selectively secreted by these mem-
branes. We selected these cytokines as functional markers
of membrane responses to LPS or GBS, both because other
reports have shown that entire membranes can express
these cytokines on stimulation with bacterial products and
because they are key modulators of the inflammatory re-
sponse. Previous reports on the amniochorionic response to
infectious elements have focused on the effects on isolated
cells [17, 18] or entire membranes in which no effort was
made to preserve the in vivo spatial relations of amnion
and choriodecidua as a separating barrier between the ma-
ternal/fetal compartments,[24, 27]. To our knowledge, in
only two published studies have entire membranes been
evaluated using a system such as ours, and these studies
have demonstrated that PGs are synthesized in the amniotic
compartment following stimulation of the choriodecidual
side [28, 29].

The amniotic membrane and the choriodecidua showed
selective and distinct TNFa and IL-1B secretion patterns
after stimulation with LPS and GBS. Some of these effects
appear to be tissue-specific responses, but others can only
be explained by cooperative interaction between the am-
nion and choriodecidua. In general, the choriodecidua was
the more reactive tissue, secreting both IL-18 and TNFa,
and the amnion was only capable of secreting TNFa. On

the other hand, stimulation with LPS elicited high secretion
of TNFa by both amnion and choriodecidua, whereas GBS
elicited a higher secretion of IL-1B by the choriodecidua
alone. This supports the concept that the fetal membranes
have polarity both for stimulus recognition and for cytokine
secretion.

Stimulation with LPS resulted in accumulation of 1L-13
and TNF« in both compartments, independently if the com-
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FIG. 3. Amnion and choriodecidua were separated and stimulated in

explant culture over 24 h with 1 X 10* colony-forming units of GBS, and
the in vitro productions of IL-1f (a) and TNFa (b) were measured. Each
bar represents the mean = SD of five different experiments, Significant
differences between basal (B) and stimulated (S) conditions are indicated
(*P < 0.05).
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FIG. 4. Integrated view of amniochorion response to LPS and GBS. Bac-

terial endotoxin can be recognized by both choriodecidua and amnion.
The resulting TNFa secretion is mainly caused by the choriodecidua’s
response; however, the amnion can also provide some (al. Group B strep-
tococci are mainly recognized by the choriodecidua, which secretes high-
er amounts of IL-1B than under LPS stimulation. Both choriodecidua and
amnion contribute to TNFa secretion in response to bacteria. The IL-18
is secreted only by the choriodecidua; cytokine in the amnion compart-
ment can be explained by transmembrane trafficking (dotted line; b).

pound was only added to the amnion or to the choriode-
cidua. Secretion of IL-1p to the amniotic compartment was
demonstrable only when choriodecidua and amnion were
together, in contrast to experiments in which both tissues
were mechanically separated and stimulated, and only the
choriodecidua secreted IL-1B. These results are in agree-
ment with previous results demonstrating that the mRNA
for this cytokine is only expressed in the choriodecidua
[19]. Therefore, the presence of IL-1f in the amniotic com-
partment during our experiments can only be explained by
the diffusion of choriodecidua-secreted IL-1B through the
fetal membranes. This possibility has been addressed by
Kent et al. [30], who demonstrated the transmembrane dif-
fusion of several cytokines. Although we know little about
the cellular biology of cytokine transport across tissues, we
know that these signals can modify paracellular transport,
a phenomenon that has been explored in several epithelial
tissues and that may explain the extensive diffusion of cy-
tokines in our model. On the other hand, stimulation of IL-
1B secretion by the choriodecidua after amniotic stimula-
tion with LPS implies that this molecule can travel across
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the amnion to reach the choriodecidua or that there occurs
an initial recognition of LPS by amnion and transduction
of the signal to the choriodecidua. The chemical nature of
LPS makes it a nondiffusible compound in the amniocho-
rion, and to our knowledge, no experimental evidence sug-
gests LPS transmembrane transport [28, 31]. Hence, the
only mechanism to explain the amnion-dependent chori-
odecidual secretion of IL-1B is an intramembranous sig-
naling pathway that starts in the amnion.

The release of large amounts of TNFa by membranes
under LPS stimulation results from summative amniocho-
rion secretion, because both tissues can independently
secrete this cytokine, as shown by the experiments using
separated amnion or choriodecidua. The choriodecidual
compartment accumulated more TNFa than the amniotic
compartment, but the presence of TNFa in the choriode-
cidual compartment after amniotic stimulation can also be
explained by diffusion of the cytokine or activation of cho-
riodecidual secretion of TNFa by a hitherto-unidentified,
intramembranous signaling pathway.

In contrast to the effects of LPS, stimulation of either
amnion or choriodecidua with GBS resulted in IL-1B se-
cretion only by the choriodecidua. We found no evidence
of cooperative communication between the fetal mem-
branes, and GBS was better than LPS for stimulating the
choriodecidual secretion of IL-1B. These findings support
the idea that the choriodecidua is the only source for IL-
13 secretion and that it contains the elements for recogni-
tion of GBS. However, as demonstrated previously, IL-13
can reach the amniotic compartment by a poorly character-
ized, intramembranous trafficking pathway [19, 28, 31]. On
the other hand, both amnion and choriodecidua can coop-
erate in recognizing GBS, leading to TNFa secretion as
well as IL-1B secretion. The choriodecidua was the main
source for TNFa even when the amnion face received the
primary stimulus, reinforcing the hypothesis of an intra-
membranous signaling pathway. However, a puzzling situ-
ation emerged when the secretions of both IL-1B and TNF«
were analyzed under simultaneous stimulation of choriode-
cidua and amnion. We observed no response in the amniotic
compartment and lower secretions of both cytokines in the
choriodecidual compartment relative to the maximum se-
cretion induced with GBS. This also contrasts with the ca-
pacities of the amnion and choriodecidua when they were
tested separately, at which time the amnion secreted appre-
ciable amounts of TNFa. It is possible that counterregula-
tory signals were exchanged between tissues, resulting in a
state of pseudoanergy to GBS. The possibility that this sit-
uation occurs in vivo is highly improbable but deserves
further investigation.

Our results add to the information about the widely rec-
ognized secretion of proinflammatory cytokines in amniotic
fluids from women with intraamniotic infections [5], and
they point toward a cellular origin of these compounds (Fig.
4). Because the choriodecidua appears to be the major
source of cytokines in response to infection, further re-
search concerning the choriodecidua/amnion interactions
resulting in cytokine release is needed. The inflammatory-
response genetic background may explain the variable re-
sponse of membranes to infection; as demonstrated recently
[32], membranes carrying the “hyper-responsive’ gene
polymorphisms of IL-13 may secrete greater amounts of
this cytokine on equivalent stimulation with LPS compared
to membranes carrying the more common gene polymor-
phism. This may account for the observed difference in the
basal secretion of this cytokine in our experiments.



SECRETION OF CYTOKINES BY AMNIOCHORION

Also of interest is the mechanism of cytokine transmem-
brane passage. In the present study, we found evidence that
the fetal membranes can react differently to the arrival of
microorganisms depending on the primary route of contact
(amnion or choriodecidua) or the nature of the stimuli (en-
tire organism or soluble products). Our results also suggest
the existence of a cooperative interrelation between both
membranes and the existence of at least two different mech-
anisms for membrane activation in response to microorgan-
isms. One depends on the interaction between soluble prod-
ucts, such as LPS. This compound may exert a whole re-
sponse in chorioamnion, independently of the stimulated
side. Toll-like receptors (TLRs) are essential for the induc-
tion of innate immune response and were identified early
on as receptors for LPS-induced signal transduction. The
effective TLR4 activation by LPS requires the interaction
of LPS with CD14 and the accessory protein MD-2 [33]
Although to our knowledge no reports of TLR expression
in fetal membranes have appeared, some reports have dem-
onstrated TLR2 and TLR4 proteins in human placenta of
normal-term deliveries [34]. Furthermore, other authors
have demonstrated up-regulation of TLR4 expression in vil-
lous Hofbauer cells of preterm placentas and amniotic fluid
with chorioamnionitis [35, 36], stressing their possible role
in the initial recognition of LPS-containing bacteria.

Recent cvidence of an amnion-derived mediator able to
activate chorion under infection-related conditions has been
described by Ognjanovic et al. [37]. They showed that pre-
B-cell colony-enhancing factor is a cytokine that is ex-
pressed constitutively by the human fetal membranes dur-
ing pregnancy but is up-regulated during chorioamnionitis.

The second mechanism can only be explained by invok-
ing the recognition of GBS by immune cells located in the
choriodecidual side to initiate an inflammatory response. In
addition. our cxperiments suggest the existence of a non-
charactenized. intermembranous signaling network that per-
mits the coordinate and bidirectional activation of both am-
mion and choriodecidua.
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Infeccion mtrauterina y nacimiento pretérmino
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CASO CLINICO

Nombre: ZSMA. Registro: 1585000. Edad: 28
anos.

AHF: Abuela materna DM Tipo 2. APNP: Resi-
dente v originaria del Estado de México. Ocupacion:
Hogar. Escolaridad: Secundaria. Estado civil: Unién
libre. APP: Negados. AGO: Menarca 15 anos, ritmo
30x3. cumenorreica. [IVSA 24 anos. FUUM 30.07,/02.
PS: Una. PF: Preservativo. GIII.P=1C=I1:GI =
1999, eutocia masculino, 1,800 g MNT. GII = 2001
cesarea pretérmino), femenino 1,900 g. G 111 = Em-
barazo actual.

Consulta primera vez: 10-02-03

B. Embarazo de 27.6 semanas.

S. Movimientos fetales presentes.

0. Fondo uterino de 26 em frecuencia cardiaca fetal
normal, leucorrea amarilla.

A: Cervicovaginitis bacteriana.

P. Clindamicina mas ketokonazol dvulos vaginales
por siete dias. No actividad sexual mas indicacio-
nes de alarma obstétrica.

Subsecuente: 10-03-03

. Embarazo de 31.6 semanas de gestacion.

Movimientos fetales presentes.

. Fondo uterino de 28 c¢m, frecuencia cardiaca fetal

normal.

. Ultrasonido 24-02-03, reporta producto tnico
vivo. fetometria de 27.2 semanas, placenta poste-
rior fundica, liquido amniético normal.

P. Vitaminas y cita en un mes.

» oUW

Subsecuente: 24-03-03

A Embarazo de 33.6 semanas de gestacion.

S. Refiere actividad uterina irregular, movimientos
fetales presentes.

0. Fondo uterino de 29 cm, frecuencia cardiaca fetal
normal, al tacto vaginal cérvix corto y reblande-
ado.

P. Cita en dos semanas.

Urgencias: 24-03-03 23 h

B. Embarazo de 33.6 semanas, amenaza de parto
pretérmino.

S. Refiere actividad uterina irregular, sin pérdidas
transvaginales, movimientos fetales presentes.

0. TA de 110/70 mm Hg, FC 967, FR 20", T 36.6.
Fondo uterino de 29 ecm, FCF 150, se corrobora
actividad uterina. Tacto vaginal cérvix blando, 2
cm de dilatacién, membranas integras.

A. Embarazo de 33.6 semanas de gestacién compli-
cado con amenaza de parto pretérmino, ultraso-
nido acorde, se canaliza glucosada 5% y se inicia
uteroinhibicién con indometacina via rectal y or-
ciprenalina subcutdnea. EGO alterado por lo que
se inicia tratamiento con gentamicina 80 mg IV
C/8 h. La paciente contintia con actividad uterina
regular por lo que pasa a la UTQ para uteroinhi-
bicion parenteral.

UTQ: 25-03-03. 9:00 h
A. Embarazo de 34 semanas de gestaciéon, amenaza

de parto pretérmino asociado a infeccion de vias
urinarias, mas ruptura prematura de membranas.
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S. Refiere actividad uterina regular, movimientos fe-
tales presentes, y salida de abundante liquido
transvaginal.

0. Signos vitales normales, fondo uterino de 28 cm
frecuencia cardiaca fetal normal. producto en si-
tuacién transversa polo cefélico izquierdo, al tac-
to vaginal cérvix central borrado con 5 em de di-
latacién, liquido amniético claro sin grumos.

A. Embarazo complicado con APP secundaria a
IVU, mas RPM.

P. Pasa a cesarea.

Nota operatoria

Diagnostico preoperatorio: Embarazo de 34 sema-
nas, APP secundaria a IVU, mas RPM y producto en
situacion transversa polo cefalico izquierdo. Puerpe-
rio inmediato postcesarea. Operacién proyectada v
efectuada: Cesarea Kerr. Hemorragia: 500 mL Anes-
tesia: BPD. Complicaciones: No. Hallazgos: RN 10:38
h, peso 1770 g, Apgar 8/9 Silverman 4, Capurro 33
semanas, talla 44 cm. Se inician antibiéticos terapéu-
ticos. La paciente cursa tres dias de postoperatorio
sin complicaciones. Egresa el 28 de marzo del 2003.

Recién nacido

Diagnosticos de ingreso a terapia intermedia: Re-
cién nacido pretérmino de 34 semanas.

Retardo en el crecimiento intrauterino. Sindrome
de dificultad respiratoria por enfermedad de mem-
brana hialina. Procedimientos: Intubacién orotra-
queal y cateterismo umbilical.

Fecha de nacimiento: 25-03-03; 10.58 h. Fecha de
defuncién: 26-03-03; 23.03 h.

Diagnésticos del recién nacido

Prematurez.

Enfermedad de membrana hialina ITI.
Probable neumonia congénita.
Enfisema intersticial.

Choque séptico

Probable hemorragia intraventricular.

G Qu ik QR0

No acepta autopsia. Cultivo de liquido cefalorra-
quideo negativo. Placenta: corinamnioitis severa.

INFECCION INTRAUTERINA
Y NACIMIENTO PRETERMINO

El nacimiento pretérmino es un problema de salud
publica mundial, ya que es causa directa de al menos

70% de los casos de muertes neonatales, ademas de
ello. es un problema clinico para el que los servicios
de salud deben asignar recursos de atencion de alta es-
pecialidad v de costo elevado.! En paises como el nues-
tro. en el que la frecuencia de nacimientos pretérmino
se calcula entre 10 a 12% de todos los embarazos,? es
claro que sectores amplios de poblacién no dispongan
de los recursos de atencién necesarios y aquellos que si
cuentan con ellos, estdn expuestos de cualquier mane-
ra a las complicaciones graves que pueden afectar al
recién nacido v'o a su madre y que pueden manifestar-
se muchos anos después del periodo perinatal, deriva-
do de las secuelas neuromotoras en el infante.

Una conclusién grave vigente es que pese a todos
los esfuerzos. la incidencia del nacimiento pretérmi-
no no se ha podido abatir en ninguna parte del mun-
do v lo que parece mas preocupante es que hay evi-
dencia de que esta aumentando.? Por otro lado, la
disminucién reportada en la mortalidad en los neo-
natos prematuros, obedece estrictamente al desarro-
llo de tecnologias de soporte de funciones vitales que
han permitido mover hacia abajo la barrera de edad
gestacional a la que es posible sacar adelante a un
recién nacido.

Los mecanismos de inicio y control del trabajo de
parto humano normal, son alin poco entendidos y
como una consecuencia directa, la comprension de la
fisiopatogenia del nacimiento pretérmino es igual-
mente escasa; por esta razon, el manejo y prevencion
de esta patologia del embarazo permanece sin cam-
bios desde hace varias décadas.*

El paradigma vigente a la definicién y manejo cli-
nico del parto pretérmino es que tanto éste, como el
trabajo de parto a término comparten el mismo gru-
po de mecanismos, excepto por la edad gestacional a
la que ocurren. Ambos procesos muestran caracte-
risticas finales comunes como son la induccién de la
contractilidad del miometrio, maduracion y dilata-
cion cervical, asi como ruptura de las membranas
corioamnioéticas.’ Si se excluyen los casos de naci-
miento pretérmino que resultan de una indicacion
para interrumpir el embarazo, como seria el caso de
una embarazada afectada por enfermedad hipertensi-
va, el mecanismo fundamental del nacimiento pre-
término es la pérdida de sincronizacion de la activi-
dad de los tejidos mencionados arriba y que queda
de manifiesto en diferentes cuadros clinicos asi, es
posible distinguir al menos las tres siguientes enti-
dades nosolégicas que pueden desembocar en naci-
miento pretérmino (Figura 1):

1. Amenaza de parto pretérmino. Presencia de acti-
vidad uterina aumentada en frecuencia, intensi-

Vadillo-Ortega F. et 21, /~faccan ntrautering y nacimiento pretérmino. Rev Invest Clin 2004; 56 (1): 93-102
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Figura 1, Secuencia del proceso infecciose intrauternc. Se 2cent= cue & mEvDr DETe oe las infecciosas intrauterinas se onginan por ascenso desde
el tracto genital en su porcion cervicovaginal, aungue £s DCSD2 Cue [ETOKen Sea7 JrodJceD 0e la diseminacion hematdgena de microorganismos o bien, por
introduccidn accidental durante procedimientos como . aTmoceres:s caonestez. Jna vez que ios microorganismos han alcanzado el espacio intrauteri-
no. pocrian instalarse en el microambiente conoceccua o oen —grar z "Zves D2 S membranas y alcanzar el liquido amnidtico y eventualmente al pro-
ducto. La evidencia clinica apunta a que cuanco a in‘eccor 2°6ca & 250500 IMT2aTTIGHC0. Se desencadena parto pretérmino, en tanto que las infeccio-
nes de placenta o coriodecidua podrian tener un Curso Cones v SYENTLEImEnTE CormICErSe con ruptura prematura de membranas.

dad v duracion, acompanada de modificaciones
cervicales a edad gestacional menor de 37 sema-
nas o menor de 259 dias.%

2. Ruptura prematura de membranas ' RPM). Defi-
nida como ruptura de membranas fetales con sali-
da de liquido amniético transvaginal sin trabajo
de parto.®

3. Incompetencia cervical. Se define como la incapa-
cidad del cuello uterino para retener un embara-
zo intrauterino hasta el término del mismo o a la
viabilidad del feto.?

Cada una de estas entidades clinicas se caracteri-
za por la induccion asincronica de zctividad de aizu-
no de los tejidos que operan durante el trabajo de
parto, es decir, la activacion primaria de la actividad
contractil del miometrio en la amenaza de parto pre-
término, la induccién de la ruptura de las membra-
nas corioamnioticas en la RPM o la dilatacion pre-
matura del cérvix en la incompetencia cervical. De
este modo. las patologias obstétricas mencionadas
constituyen la evidencia biolégica de existencia de
mecanismos de control que modulan la respuesta in-
dependiente del miometrio, cérvix y membranas feta-

les. asi como la existencia inherente de una red de
comunicacion que permite la sincronizacion de todos
estos subsistemas bajo las condiciones del trabajo de
parto fisiolégico. Y aunque desconocemos la totali-
dad de los detalles de la regulacién del progreso del
trabajo de parto normal o el que desencadena el na-
cimiento pretérmino, en los ultimos anos se ha in-
crementado de modo considerable la comprension de
los mecanismos moleculares y celulares implicados.
Dentro de las dreas que han arrojado mas informa-
cion para la comprensién del problema, se cuenta
aquella derivada del estudio de la asociacién clinica
de presencia de infeccién intrauterina y desarrollo de
parto pretérmino. El cuerpo de conocimientos deri-
vados del estudio de esta asociacion permite incluso
establecer ya algunas relaciones causa/efecto entre
estas dos condiciones.

INFECCION Y
NACIMIENTO PRETERMINO

El factor de riesgo con mayor asociacién con el
parto pretérmino es la presencia de infeccion duran-
te el embarazo, y por ello se ha propuesto que de ma-

Vadillo-Ortega F. et al. Infeccidn intrauterina y nacimiento pretermino. Rev Invest Clin 2204: 56 (11: 93-102



nera directa o indirecta la existencia de un proceso
infeccioso en la mujer embarazada y en especial en
cualquier regién anatémica dentro del utero gestan-
te, podria explicar el nacimiento pretérmino. La re-
visi6én de la literatura permite sostener la existencia
de especificidad, consistencia y temporalidad de aso-
ciacién entre la infeccién intrauterina con el parto
pretérmino y/o la RPM.7#

Son varios los microorganismos identificados
como agentes causales de cuadros infecciosos in-
trauterinos y los datos epidemiolégicos en la litera-
tura anglosajona han demostrado diferente, pero
constante incremento de riesgo para desarrollar par-
to pretérmino en presencia de colonizacién por
Streptococcus del grupo B, Chlamydia trachomatis,
Neisseria gonorrhoeae, Ureaplasma urealyticum y
los microorganismos que causan vaginosis bacteria-
na como los anaerobios facultativos, Gardnerella
vaginalis, micoplasmas genitales y Mobiluncus
sp.”!" En el unico estudio hecho en nuestro pais. re-
salta la importancia de Ureaplasma urealvticum
como agente infeccioso asociado al desarrollo de par-
to pretérmino y la ausencia de casos en los que se
documente Streptococcus del grupo B, lo que hace
a la microbiologia del embarazo de la poblacion
mexicana diferente a lo que hasta ahora se ha repor-
tado on otros paises.

Aungue e considera posible que una infeccién
sistemica pueda diseminarse al entorno uterino por
via hematogena, provocando infeccién placentaria y
llegar a infectar al producto de manera directa. se
ha propuesto un modelo general que pretende expli-
car el desarrollo de la mayor parte de las infecciones
intrauterinas por ascension progresiva de los micro-
organismos desde la region de cérvix y vagina.!?
Bajo este modelo de tres etapas se propone que de
manera inicial existe alteraciéon en la flora microbia-
na del tracto genital externo y que se manifiesta en
la mayor parte de los casos como una infeccién cen-
tinela denominada vaginosis bacteriana, caracteriza-
da por disminucion de lactobacilos v establecimiento
de anaerobios facultativos.'® La ruptura del equili-
brio ecologico en vagina y cervix permitiria la proli-
[eracion de microorganismos patogenos que en una
segunda etapa pasarian a través del canal cervical y
ascenderian hasta el espacio coriodecidual, delimitado
entre la pared uterina y las membranas corioamnié-
ticas (infeceién coriodecidual v corioamnionitis).
Esta etapa podria considerarse como de duracion va-
riable, pero generalmente cronica v precede al paso
de los patogenos a traves de las membranas corio-
amnioticas, con la posterior e inmediata infeccion
del liquido amniético (corioamnioitis) y del producto

(infeccién fetal), que constituyen la iltima etapa del
modelo. Se ha propuesto que el arribo de los micro-
organismos a cada uno de estos compartimientos po-
dria resultar en la activacién con magnitud variable
de respuestas tisulares que desencadenarian induc-
cion de amenaza de parto pretérmino y/o ruptura
prematura de membranas. La hipétesis que vincula
la infeccién intrauterina con el nacimiento pretérmi-
no, propone dos posibilidades para el esquema fisio-
patogénico:

1. Que las manifestaciones clinicas sean efecto direc-
to de diferentes productos bacterianos, que resul-
tarian en la activacién directa de ejes de senales
que inducen contraccion del miometrio, dilatacién
cervical o ruptura de las membranas corioamni-
ticas.

2. Que la enfermedad sea el resultado de la activi-
dad cruzada de los mediadores de la respuesta in-
flamatoria materna y/o fetal, lo que incluye a di-
ferentes senales intercelulares como las citocinas.

PRODUCTOS BACTERIANOS

Diferentes investigaciones han sugerido que el
inicio del trabajo de parto normal estéd asociado a
la activacién de la fosfolipasa A, tisular (FLA2), la
cual hidroliza los fosfolipidos de las membranas celu-
lares locales, produciendo un incremento en el ara-
quidonato libre, que al difundir a las células vecinas
induce aumento en la sintesis de prostaglandinas
por diferentes células, como las del epitelio amnic6ti-
co, que son especialmente ricas en un tipo de ci-
clooxigenasa inducible y cuyo mRNA aumenta hasta
en dos 6rdenes de magnitud en la etapa peripar-
to.1415 Las prostaglandinas producidas por esta ruta
difunden de manera paracrina hacia la musculatura
lisa del miometrio e inducen su actividad contractil.
La presencia de ciertos microorganismos que coloni-
zan y/o infectan el tracto genital femenino puede au-
mentar la actividad local de la FLAZ2 en etapas inter-
medias de la gestacién y provocar desde irritacion
uterina hasta trabajo de parto pretérmino. Tal es el
caso de la Gardnerella vaginalis que cuenta con una
FLA2 ligada a membrana y que mediante el mecanis-
mo mencionado, produce la liberacién de prostaglan-
dina E, (PGE,) con efecto uterotonico.

Otros productos bacterianos que de manera directa
son capaces de provocar dano tisular incluye a algu-
nas proteasas producidas por distintos microorganis-
mos causantes de infecciones cervicovaginales, como
el Streptococcus del grupo B y que tienen actividad
limitada para degradar componentes moleculares de

Vaciio-Ortega F &t al. Infeccion intrautenna y nacimiento pretérmino. Rev Invest Clin 2004, 56 (1): 93-102



la matriz extracelular, pero que, en relacion con la
dosis del in6culo bacteriano podrian provocar reduc-
cion en la fuerza mecanica tensil del cérvix v de las
membranas corioamniéticas.'® Es preciso senalar que
las bacterias que producen colagenasas. como algu-
nas especies del género Chlostridium no se han des-
crito como patégenos asociados al tracto genital. ¥
por ello la participacion de estas enzimas con activi-
dad especifica alta sobre colagena. no se considera en
el esquema fisiopatogénico del parto pretérmino.

De modo reciente se ha reportado un efecto aun
mas complejo de algunos productos bacterianos ¥
que involucra al lipopolisacarido de la pared celular
de algunos microorganismos gramnegativos. que es
capaz de estimular a células musculares lisas locali-
zadas en la regién cervical a producir citocinas pro-
inflamatorias y una enzima con actividad litica sobre
elastina, uno de los componentes relevantes de la
matriz extracelular de este tejido.'*

RESPUESTA INFLAMATORIA
Y NACIMIENTO PRETERMINO

La respuesta del huésped ante una infeccién in-
trauterina consiste en la liberacién de una red de ci-
tocinas que modulan la respuesta inflamatoria desti-
nada a controlar el proceso infeccioso. La respuesta
inflamatoria es desplegada por las diferentes celulas
profesionales que secretan la primera oleada de se-
nales, que es seguida por las producidas por estirpes
celulares no inmunolégicas.'®!? Los principales me-
diadores inflamatorios involucrados incluyven a la
interleucina-1 (1L-1o e IL-1B), interieucina-6 [L-6. in-
terleucina-8 (IL-8) y el factor de necrosis tumoral-a
(TNF-w). los cuales son producidos por macrofagos.
neutrofilos, linfocitos, células epiteliales, muscula-
res y deciduales en respuesta a una gran variedad de
bacterias y productos bacterianos.!"2%2! Asi se ex-
plica que en el liquido amniético de mujeres con in-
feccion intramniética y parto pretérmino las concen-
traciones de [L-1B, IL-6, TNF-a v prostaglandinas
se encuentren incrementadas, 223

Diferentes estudios con membranas corioamnicri-
cas en cultivo tratadas con bacterias o productos
bacterianos como lipopolisacarido ' LPS) han demos-
trado que estos estimulos inducen la produccion v
secrecion significativa de las citocinas proinflamato-
rias mencionadas.?*?® Es preciso enfatizar que si
bien la respuesta inicial es responsabilidad de las cé-
lulas inflamatorias clasicas, una vez establecida la
respuesta primaria, son las celulas locales como
la decidua y el corion, en coordinacion con los linfo-
citos, las que producen citocinas como IL-1a e IL-

18.”® cuva secrecién involucra complejos mecanis-
mos regulatorios autocrinos y paracrinos.?’ Estos
mecanismos han sido estudiados en diferentes mode-
los animales experimentales, de los que los primates
no humanos dan una referencia mas cercana al caso
que interesa y en ellos ha sido posible reconstruir la
secuencia temporal que sigue a la inoculacién de mi-
croorganismos patégenos en el compartimiento in-
trauterino. A los pocos minutos de la inoculacién de
Streptococcus del grupo B en el liquido amniético se
puede documentar incremento de la concentracion
de TNF-a. seguido al cabo de algunos minutos de
aumento de IL-1p e IL-6, para que después de algu-
nas horas se incremente la sintesis y secrecion de
prostaglandinas PGE, y PGF, ,?® momento en que
se documenta aumento progresivo de la actividad
uterina. En todos los casos en que se realizé la ma-
niobra de inoculacién en la cavidad intramnidtica el
embarazo terminé dentro de las siguientes 48 horas.
Esto contrasta con el destino de los animales experi-
mentales en los que la inoculacién de las mismas
bacterias v dosis se realizo en el espacio coriodeci-
dual y en los que también se documenté aumento de
las citocinas, nunca tan alto como en el primer caso,
pero que no desarrollaron parto pretérmino.

Ademas de la participacion de los tejidos maternos
en la respuesta inflamatoria, en los anos recientes ha
sido posible reconocer que el feto es capaz de reaccio-
nar v complementar la respuesta inflamatoria desti-
nada a eliminar la infeccién intrauterina.’® Esto pa-
rece explicar algunas observaciones previas en las
que se consideraba que el sistema inmunolégico fetal
no se encontraba adecuadamente desarrollado y, sin
embargo. es un hecho que el producto no sélo dirige
la produccion de los polimorfonucleares que se en-
cuentran en el liquido amniético hacia el final de la
gestacién y en casos con infeccién intramniética,®!
sino que es capaz de coordinar en su compartimiento,
la secrecién de citocinas como TNF-a, IL-6 e IL-1p.!
Algunos autores proponen incluso la existencia de un
sindrome fetal inflamatorio, que podria representar
un mecanismo inespecifico de respuesta fetal a condi-
ciones intrauterinas que comprometen su crecimiento
y desarrollo, como la infeccién.*

Las consecuencias de la activacion de toda esta
cascada de senales al arribo de los microorganismos
al entorno intrauterino, resulta de manera normal
en el control y/o eliminacién de la invasién micro-
biana, pero desafortunadamente, todas las senales
mencionadas arriba tienen efectos adicionales secun-
darios sobre otros sistemas que al ser inducidos pue-
den explicar el desarrollo del nacimiento pretérmino.
Estas consecuencias, aunque ya se mencionaron
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arriba, se enfatizan en los siguientes ejes fisiopato-
génicos (Figura 2):

1. Efectos uterotonicos. La estimulacion de diferen-

tes células de las membranas coricamnioticas con
IL-1B resulta en la induccién secundaria de !a se-
crecion de PGE, y PGF, , las que a su vez pro-
mueven actividad de contraccion uterina. Este
efecto es mediado por la induccion de expresion
del gene de ciclooxigenasa-2 en las células del epi-
telio amniodtico por un mecanismo inhibible con
IL-10 y dexametasona.®?

. Induccion de maduracion cervical. El procesa li-
gado a la maduracion cervical consiste en la ce-
gradacion del tejido conectivo que compone a esta
estructura y que permite su dilatacion v borrza-
miento. Ademads del efecto del TNF-it v de la IL-
1B. que resultan en la secrecion de diferentes en-
zimas con actividad litica sobre .a coligena.
algunos productos bacterianos como el LPS zon
capaces de inducir la expresion de enzimas elasz-
noliticas.!”

. Ruptura de membranas corioamniozicas. A seme-
Jjanza del proceso de preparacién del cervix. la rup-
tura de las membranas corioamnioticas resuita de
la degradacion selectiva de los componentes de la

matriz extracelular, compuesta de coldgena y que
sera descrita en detalle en la seccion siguiente.

. Efectos sistémicos sobre el feto. Durante el proce-

s0 infeccioso, el feto se encuentra expuesto a con-
centraciones elevadas de citocinas como el TNF-
« v la IL-1B, que tienen efectos sobre los
diferentes tejidos, incluyendo el sistema nervioso
central, por lo que se ha propuesto que conse-
cuencias como la sordera, la paralisis cerebral y
otras secuelas neuromotoras resultan de la expo-
sicion directa de las neuronas susceptibles a las
citocinas proinflamatorias, en especial el TNF-
. Estos efectos deletéreos del TNF-o podrian
ser amplificados en algunos individuos portado-
res de un polimorfismo del gene de TNF-a que
afecta la regiéon promotora e induce un fenotipo
de transcripcion del gene de hasta cinco veces
mavor que el polimorfismo mas comun.* Esto
significa que ante infecciones equivalentes los
productos que acarrean el polimorfismo-2 del
TNF-«, estarian expuestos a dosis mayores de la
citocina. Estudios recientes han permitido esta-
blecer que las mujeres heterozigotas para el poli-
morfismo hiperfuncional tienen mayor suscepti-
bilidad para desarrollar RPM y parto
pretérmino.’®

Figura 2. Secuencia
fisiopatogenica de! naci-
miento pretérmino. El arr-
bo de los microorganismos
a cuaiquiera de los micro-
ambientes  intrauterinos
desencadena la respuesta
inflamatoria. que de mane-
ra primaria es activada por
células  inmunologicas.
para después ser amplifi-
cada por celulas locales.
Los dos mediadores inicia-
les principales son el fac-
tor de necrosis tumoral alfa
(TNF-ex) y la interleucina
1-beta (IL-18). Esias dos
citocinas inducen a las po-
blaciones del corion y am-
nios a sintetizar prostagian-
dinas y metaloproteasas
de matnz extracelular
(MMP). que finaimente eje-
cutan su accion sobre la
actividad utenna o la degra-
dacion de matnz extracelular
de las membranas y cénix..
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Ruptura prematura de membranas

Por lo menos 40% de todos los nacimientos pre-
término se asocian a ruptura prematura de membra-
nas y por ello ésta patologia obstétrica es la causa
identificada més comun del nacimiento pretérmino.
En el caso de la RPM las manifestaciones se caracte-
rizan por disolucién de las membranas fetales o co-
rioamnios en ausencia de otros eventos del trabajo
de parto. En contraste, la historia natural del traba-
Jo de parto muestra que las membranas corioamnio-
ticas se rompen de modo tardio, en las fases 20 3 v
son precedidas en la mayor parte de las mujeres. de
contracciones uterinas y de dilatacion cervical. Por
muchos anos, prevaleci6 la explicacion de la RPM
como consecuencia de la actividad uterina normal
(contracciones de Braxton-Hicks) actuando sobre es-
tructuras debilitadas. Sin embargo. a lo largo de los
altimos anos se ha conformado un panorama expli-
cativo mids complejo y que nos permite entender el
origen multifactorial de la RPM. Nuestro grupo de
investigacion se ha ocupado del estudio de los meca-
nismos fisiopatogenicos involucrados en la RPM du-
rante la altima década y ha propuesto un mecanis-
mo que ha sido aceptado de manera amplia en la
literatura internacional.

Las membranas fetales que delimitan la cavidad

amnicl a2 estan constituidas por dos capas histolo-
gicas wo=adas, el amnios y el corion. vada una esta
formada por diferentes tipos celulares. incluvendo

células cpiteitales, mesenquimatosas. inmunoiogicas
y trofoblastos, todos ellos embebidos en una promi-
nente mutriz extracelular cuyo principal componen-
te es la colagena. Las membranas corioamnicticas
en conjunto son una identidad anatomica sumamen-
te dinamica que secreta diferentes substancias hacia
el liquido amniético y es capaz de responder a dife-
rentes senalizaciones bioquimicas provenientes tan-
to del producto como de la madre.”%*

El soporte estructural de las membranas es pro-
porcionado en su mayoria por el amnios que con su
capa compacta, constituida de tejido conectivo que
forma un esqueleto fibroso formado principaimente
de coligenas tipo I, III, IV, V v fibronectina. El co-
rion es mis grueso que el amnios, pero su contenido
y organizacion de matriz extracelular. constituida
por colagenas tipo I, III, IV, V y proteoglicanos. so-
lamente soportan alrededor de 307 del estrés meca-
nico.?® Dado que la colagena es el principal soporte
estructural de las membranas coricamnioticas v to-
mando en cuenta que el mantenimiento de 1a juerza
tensil de estas parece involucrar el equilibrio entre
la sintesis y la degradacion de los componentes de la

matriz extracelular. nuestro grupo ha aportado evi-
dencias que indican que el incremento en la activi-
dad colagenolitica es el mecanismo central en la fi-
siopatologia de la RPM y que explican los cambios
morfolégicos tan aparentes en las membranas feta-
les de estos casos.”®

La degradacién de la coldgena esta mediada bajo
condiciones fisiolégicas por una familia de endopep-
tidasas llamadas metaloproteasas de matriz extrace-
lular { MMP'. también conocidas como matrixinas.
Estas enzimas tienen caracteristicas funcionales
muy semejantes. todas ellas actiian en condiciones
fisiologicas. dependen de Zn?* y Ca®* y muestran
gran selectividad por su substrato. Todos los miem-
bros de esta familia son secretados como proenzi-
mas. las cuales son activadas por otros miembros de
la familia o por diferentes proteasas extracelulares,
como el activador de plasminégeno. Las MMP hidro-
lizan al menos un componente de la matriz extrace-
lular v en la mayoria de los casos el catabolismo
de los diferentes componentes de ésta es el resultado de
una accién concertada entre varias enzimas.*® To-
mando en cuenta que la coldgena tipo IV es uno de
los principales constituyentes de las membranas co-
rioamnioticas*! se han caracterizado los mecanismos
moleculares que resultan en la pérdida de este com-
ponente en el proceso de ruptura normal y en el que
e asocia a la RPM. Los primeros estudios permitie-
ron establecer que la actividad de uno de los miem-
bros de las metaloproteasas, la MMP-9 o gelatinasa
de 92 kDa se incrementa de manera especifica en las
membranas fetales humanas al momento del parto
normal: antes de este momento es indetectable.’
Este comportamiento se ha corroborado y caracteri-
zado en modelos animales en roedores*® y primates
no humanos.”® La MMP-9 es producida por diferen-
tes células de la membrana fetal, incluyendo al tro-
foblasto, la célula decidual y el epitelio amniético.*!
Sin embargo. durante el trabajo de parto normal o en
la RPM. son poblaciones de células circulantes que
arriban al entorno coriodecidual, las mas relevante
en términos de la cantidad de enzima secretada. Estas
poblaciones celulares reclutadas al ambiente de las
membranas ain no han sido caracterizadas, pero tie-
nen fenotipo CD3+, lo que las identifica como linfoci-
tos.

La RPM. por su parte, se caracteriza por incre-
mento en la expresion de la MMP-9 y disminuci6n de
su inhibidor tisular especifico, conocido como TIMP-
1447 Observaciones mas detalladas han permitido
determinar que la concentracién de MMP-9 en liqui-
do amnidtico es dos veces mas alta en aquellas mu-
jeres con RPM pretérmino que en las que el embara-
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zo llegé a término. Se observo tambien que la con-
centracion de MMP-1, otra metaloproteasa relevante
no se encuentra alterada.*®

Cuando las membranas corioamnidéticas son esti-
muladas con LPS, TNF-« o IL-1B, responden incre-
mentando la sintesis v secrecion de MMP-92+-4%
v otras metaloproteasas como MMP-2,5° MMP-3 v
MMP-11.5! Por otro lado, las membranas corioam-
nioticas tienen la capacidad de sintetizar TNF-¢ e
IL-1B en respuesta a la estimulaciéon con LPS v lo
hacen con polaridad. va que la secrecion de IL-1f
esta restringida a células del corion. en tanto que el
TNF-a puede ser secretado por ambas membranas,
aunque el amnios parece ser la fuente principal.?
La capacidad para responder al estimulo con [L-18
se ha ensayado en modelos animaies integros v la
respuesta de secrecion de MMP-9 es indistinguible si
se utiliza esta citocina o bacterias patogenas deposi-
tadas en la zona coriodecidual.~?

Todo lo anterior permite corroborar que ias mem-
branas corioamniéticas conforman uno de los sub-
sistemas que participan en el desarrollo del parto
humano normal y que al ser estimuladas por compo-
nentes del proceso infeccioso. cuenta con toda la ma-
quinaria necesaria para activarse v llevar adelante
el proceso de ruptura caracteristico del trabajo de
parto o al que define a la RPM.

CONCLUSIONES

Existe suficiente evidencia biomédica. clinica v epi-
demiologica para establecer una relacion causa etecto
entre la infeccion intrauterina v el desarrollo del na-
cimiento pretérmino. Aunque va se han publicado va-
rios estudios dirigidos a intervenir en el desarrollo de
la infeccion clinica o subclinica durante el embarazo.
como una manera de prevenir la activacion del parto
prematuro o la RPM. es preciso afinar mas las meto-
dologias dirigidas a detectar la infeccion v sus conse-
cuencias. Esto permitiria la identificacion temprana
de las pacientes embarazadas en riesgo. Tampoco hay
que perder la perspectiva de que existen otras causas
v mecanismos involucrados en la fisiopatogenia del
nacimiento pretérmino y que aun desconocemos.

PREGUNTAS Y RESPUESTAS

1. Dr. Gerardo Gamba Ayala (Unidad de Fisiologia
Molecular, INCMNSZ e Instituto de Investigacio-
nes Biomeédicas, UNAM). ¢A que se puede atribuir
las diferencias en la frecuencia de la infeccion por
ureaplasma en México, comparada con otras se-
ries? ¢Es diferente el método de deteccion?

(8]

Dr. Vadillo: El estudio al que hice referencia duran-
te la platica, es el primero realizado en poblacion
mexicana (referencia 11 del manuserito principal) y
refleja informacion de pacientes capturadas en tres
instituciones de la ciudad de México y en otra de
la ciudad de Culiacan. Sinaloa. Los datos mues-
tran que la prevalencia de la infeccion por Urea-
plasma parece ser distintiva de la poblacién ana-
lizada, ya que utilizamos los criterios de
identificacion vigentes y que incluyo su identifi-
cacién por métodos microbiolégicos, asi como la
confirmacion de la presencia de la bacteria por
hibridacién con sondas de DNA especificas.

. Dr. Gerardo Gamba Ayala (Unidad de Fisiologia

Molecular, INCMNSZ e Instituto de Investigacio-
nes Biomédicas, UNAM). En la grafica que pre-
sentaste, en donde se muestra el aumento de la
IL-1beta, en los pacientes con polimorfismos, yo
habia entendido que era un polimorfismo en un
aminoacido, es decir, que cambia un aminoacido.
Por otro lado, éla grafica muestra actividad o
concentracion?

Dr. Vadillo: Es correcto, el polimorfismo que ex-
ploramos para el gene de la interleucina-1f3 corres-
ponde a una mutacion puntual en la posicion
+3953 v que resulta en secrecion aumentada de la
citocina. aunque desconocemos el mecanismo de
este efecto. En la grafica en la que se exploro la
capacidad de respuesta de membranas corioamnié-
ticas portadoras de diferentes polimorfismo del
gene de IL-1B, solamente cuantificamos la concen-
tracion de la citocina liberada al medio, luego de la
estimulacion con lipopolisacarido bacteriano.

. Dr. Eduardo Carrillo Maravilla (Médico Adscrito

a Medicina Interna. Direccion de Medicina, IN-
CMNSZ). (Existe alguna correlacion entre el tipo
de microorganismo que infecta, el tipo de produc-
tos bacterianos de éste. y la capacidad de inducir
el trabajo de parto pretérmino?

Dr. Vadillo: En el estudio al que me referia en la
primera pregunta hecha por el Dr. Gerardo Gam-
ba. encontramos que la identificacién de Urea-
plasma urealyticum en el exudado cervicovaginal
de la mujer embarazada, representa un factor de
riesgo de hasta 9.1 (IC 6.93-12.1), sin duda el
mas alto de los descritos. Sin embargo, descono-
cemos los mecanismos patogénicos de la bacteria.
En otros estudios ha sido posible asociar la pre-
sencia de microorganismos gramnegativos, como
E. coli, que podrian explicar su patogénesis al li-
berar lipopolisacaridos.
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4. Dr. Eduardo Carrillo Maravilla (Médico Adscrito

a Medicina Interna, Direccion de Medicina, IN-
CMNSZ). éSe ha encontrado algun tipo de recep-
tor de la clase Toll-like (receptores de inmunidad
innata) ligado con la expresion de la metalopro-
teinasa- 97

Dr. Vadillo: El mejor estudiado es el receptor de li-
popolisacirido, que se encuentra presente en dife-
rentes poblaciones celulares distintas a las inmuno-
logicas. Dentro de ellas, y de interés para la
[isiopatogenia del parto pretérmino, hemos caracte-
rizado en otros trabajos, la respuesta de secrecion
de MMP-9 por células del epitelio amniético v de
trofoblastos. al ser estimuladas in vitro con LPS.

Dr. Enrique Coss Adame (Residente de ler. ano
de Medicina Interna, INCMNSZ). ¢Existe una
contraparte en el cérvix de lo que ocurre a nivel
de membranas en cuanto a la respuesta inflama-
toria v a la actividad de la metaloproteinasas de
la matriz extracelular?

Dr. Vadillo: Lo que sabemos del fenémeno de dila-
tacion y borramiento cervical durante el trabajo
de parto normal o pretérmino, involucra fenome-
nos muy equivalentes a los detallados para la rup-
tura de las membranas coriomanioticas v sola-
mente se distinguen porque en el cérvix, la
metaloproteinasa de matriz extracelular que parti-
cpa proviene de los fibroblastos locales v corres-
ponde a la colagenasa intersticial o MMP-13.

Dr. Lorenzo Sanchez (Residente de 3er. ano de
Medicima [nterna, INCMNSZ). Debido a que la
IL-1 regula la expresion de las metaloproteinasas
de matriz extracelular, ése puede correlacionar
los valores de proteina C reactiva con la expre-
sion de proteasas y, por lo tanto, pudiera ser una
prueba diagnostica de trabajo de parto pre-térmi-
no o corioamnoitis?

Dr. Vadillo: Hace algunos anos se intenté corre-
lacionar la concentracion sérica de proteina C
reactiva con el desarrollo de parto pretérmino,
sin embargo, dado su cardcter altamente inespe-
cifico. resulto poco util como prueba diagnostica
o pronostica. La impresion es que es posible utili-
zarla en combinacién con otros marcadores pro-
noésticos de parto pretérmino, como la fibronecti-
na oncofetal en exudado cervicovaginal, lo que
aumenta su sensibilidad y especificidad.
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