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RESUMEN

La ruptura de las membranas fetales durante el trabajo de parto humano esta
asociada con un proceso de tipo inflamatorio localizado en la interfase materno-
fetal. Existen evidencias de que subpoblaciones especificas de leucocitos son
atraidas a la coriodecidua, las cuales al establecerse en este espacio condicionan el
microambiente inflamatorio local y probablemente participan en la ruptura de las

membranas.

En este trabajo nuestro objetivo fue analizar la composicidn celular y algunas
caracteristicas funcionales de los leucocitos placentarios antes y durante el trabajo
de parto, concretamente su perfil de expresiébn y secrecion de marcadores

proinflamatorios, colagenoliticos y de adhesion celular.

Observamos que la proporcion de monocitos CD14* y de linfocitos T CD3* es
diferente en la circulacion placentaria en comparacion con la periférica materna, lo
que sugiere el reclutamiento especifico y participacion de estas células en el

proceso del trabajo de parto.

Durante el trabajo de parto, los leucocitos placentarios muestran un perfil de
expresion proinflamatorio distinto al de los leucocitos periféricos, especificamente
en cuanto a IL-1B y su antagonista IL-1RN. Ademas, los leucocitos placentarios
muestran una mayor secrecion de las citocinas proinflamatorias TNF-a, IL-1B e IL-

6 en respuesta a un estimulo externo como LPS.



Los leucocitos placentarios, al igual que los periféricos, incrementan su expresion y
secrecion del marcador colagenolitico MMP-9 durante el trabajo de parto, en

cantidades muy superiores a lo que producen los tejidos locales.

Adicionalmente, los leucocitos placentarios incrementan su expresion de la
integrina Mac-1 durante el trabajo de parto, lo que favoreceria su permanencia en
la interfase materno-fetal al interactuar con la ICAM-1 expresada por los tejidos

gestacionales.

En conjunto nuestros resultados soportan la hipotesis de que al término de la
gestacion se reclutan subpoblaciones especificas de leucocitos a la interfase
materno-fetal, principalmente monocitos y linfocitos T, cuya permanencia en este
espacio esta mediada por la expresion local de moléculas de adhesion celular

especificas.

El perfil de expresion y secrecion de citocinas proinflamatorias y MMPs que
muestran los leucocitos placentarios, asi como su capacidad de respuesta a
estimulos externos, les permitiria modular el microambiente inflamatorio vy
colagenolitico local que se genera en los tejidos gestacionales durante el trabajo
de parto humano, contribuyendo ademas de forma significativa a la degradacion y

ruptura de las membranas fetales.



ABSTRACT

Rupture of the fetal membranes during human labor is associated with an
inflammatory process localized to the maternal-fetal interface. Evidences show that
specific subsets of leukocytes are attracted to the choriodecidua and after homing
they condition a local inflammatory microenvironment and may participate in the

rupture of the membranes.

In this study our aim was to analyze the cellular composition and some functional
characteristics of placental leukocytes before and after labor, especially their
expression and secretion patterns of pro-inflammatory, collagenolytic and adhesion

markers.

We found that the proportion of CD14* monocytes and CD3* T lymphocytes is
different in placental circulation compared to maternal periphery, suggesting a

specific recruitment and participation of these cells in labor.

During labor, placental leukocytes show a distinct pro-inflammatory expression
pattern than peripheral leukocytes, mainly regarding IL-1pB and its antagonist IL-
1RN. Moreover, placental leukocytes show a differential secretion of pro-
inflammatory cytokines TNF-a, IL-13 e IL-6 in response to an external stimulus

such as LPS.

Placental leukocytes, as those from periphery, increase their expression and
secretion of the collagenolytic marker MMP-9 during labor, in much higher

amounts than those produced by the local tissues.
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Additionally, placental leukocytes increase their expression of the integrin Mac-1
during labor, which could allow their homing in the maternal fetal-interface by

interacting with ICAM-1 expressed by gestational tissues.

Altogether, our results support the hypothesis that at term gestation a specific
subset of leukocytes is recruited to the maternal-fetal interface, including
monocytes and T lymphocytes, whose homing is mediated by the local expression

of specific cell adhesion molecules.

The expression and secretion patterns of pro-inflammatory cytokines and MMPs
shown placental leukocytes, together with their increased response to external
stimulus would allow them to modulate the inflammatory and collagenolytic
microenvironment that is characteristic of gestational tissues during human labor,

and to further contribute to the degradation and rupture of the fetal membranes.
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ANTECEDENTES

Fisiopatologia del trabajo de parto

En el ser humano, el trabajo de parto normal a término se define como aquel que
se presenta entre la semana 37 y la 40 de gestacion, tomando como referencia la
fecha de la Ultima menstruacion (Grupo-Mexicano-de-Consenso 2007). Este evento
se caracteriza de manera terminal por tres procesos: 1. La activacion del
miometrio que lleva a contracciones uterinas; 2. La maduracién cervical que
culmina con el borramiento y dilatacién del cuello uterino y 3. La ruptura de las
membranas corioamnidticas con salida de liquido amnidtico transvaginal. En
condiciones fisioldgicas estos eventos se presentan en forma sincronizada en
cualquier momento después de la semana 37 de gestacién, dando como resultado
el trabajo de parto normal. Sin embargo, en ocasiones alguno de estos
mecanismos puede activarse de forma aislada antes de que la gestacién llegue a
término. En estos casos se pueden presentar distintas patologias obstétricas, como
la amenaza de parto pretérmino, la incompetencia cervical o la ruptura prematura
de membranas, que explican el sindrome conocido como nacimiento pretérmino

(Grupo-Mexicano-de-Consenso 2007).

A pesar de que en los afios recientes se ha incrementado mucho el conocimiento
de los mecanismos fisiopatogénicos del nacimiento pretérmino, aun no se ha
resuelto de manera satisfactoria la interrogante de si el nacimiento pretérmino
consiste, en lo general, en la activacion temprana de los mecanismos que

12



conducen al trabajo de parto normal a término. Algunas evidencias sefialan que
aunque existen rutas que podrian ser propias del nacimiento pretérmino, las vias
finales son las mismas en ambas condiciones. A continuacion se describen
brevemente algunos de los mecanismos a nivel celular y molecular que mejor se

han caracterizado y que se han asociado al desarrollo del trabajo de parto.

Activacion del miometrio

Durante el embarazo, el Utero experimenta cambios bioquimicos y morfolégicos
que tienen por objeto la adaptacion del tejido muscular a las necesidades de la
gestacion y finalmente a su preparacion para el momento del parto. Estos cambios
resultan de la respuesta de las células del miometrio a sefiales mecanicas y
endocrinas, que llevan a la activacion de distintas vias de sefalizacion intracelular,
gue inducen cambios estructurales y de funcidon en dichas células y en sus

interacciones con el tejido conectivo y con otras células.

Los cambios en la morfologia, funcidon y expresiébn génica de las células
miometriales a lo largo de la gestacién han llevado a proponer un modelo que
distingue cuatro fases en el fenotipo de estas células, llamado “Modelo de
programacion del miometrio” (Lye et a/ 2005). En la primera fase, llamada
proliferativa, se observa expresion elevada del factor de crecimiento similar a
insulina (IGF) y las proteinas de unién a IGF (IGFBP), asi como de la molécula
antiapoptdtica Bcl-2 (Shynlova et al. 2007a). La segunda fase, de sintesis, se
asocia al incremento en las concentraciones de progesterona, asi como de la

distensién miometrial. Se caracteriza por hipertrofia de las células y elaboracion de
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proteinas de matriz extracelular (MEC). En consecuencia, se observan cambios en
la interaccion de las células con la MEC gracias a la remodelacion de las
adhesiones focales (Shynlova et al/. 2007b). El paso de la primera a la segunda
fase parece estar dado por la activacion parcial de las vias intracelulares que llevan
a la muerte celular programada (apoptosis), en respuesta al estiramiento mecanico
del tejido y a la hipoxia (Shynlova et al 2009, Shynlova et al. 2006). La tercera
fase se ha llamado contractil y se observa un cambio drastico en la sintesis de
MEC, favoreciéndose la sintesis de componentes de la membrana basal,
especificamente laminina y colagena tipo IV. Asimismo, aumenta la expresion de
proteinas directamente involucradas en la contractilidad del musculo, como son la
y-actina y la tropomiosina (Shynlova et a/. 2004). La Ultima fase es la del parto,
donde el fenotipo de las células miometriales y su produccién de moléculas
efectoras se orientan a iniciar las contracciones y favorecer asi la expulsion del
feto. En esta fase se activan dos principales vias de transduccion de sefales, la via
del complejo proteico activador 1 (AP-1) y la via de las cinasas de proteinas
activadas por mitdgenos (MAPK), cuyos productos finales son factores de
transcripcion que activan diversos genes cuya expresion se ha visto aumentada
significativamente poco tiempo antes de iniciar el trabajo de parto, y que estan
directamente relacionados con el desarrollo de las contracciones uterinas. Entre
estos genes se encuentran los receptores de estrogenos, de cortisol, de oxitocina
(Ou et al. 1998), de la hormona liberadora de corticotropina (CRH) y de su

receptor (Stevens et al 1998), los receptores de prostaglandina E2 y F2a (Al-
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Matubsi et al. 2001, Myatt y Lye 2004) y de la conexina 43 que estabiliza las
adhesiones focales de las células miometriales con la MEC, entre otros efectos

(Macphee y Lye 2000, Mitchell y Lye 2001, Orsino et al. 1996, Ou et al. 1997).

Estas etapas de cambios se corresponden con distintas capacidades funcionales
gue muestra el miometrio durante la gestacion. La etapa mas larga de este
proceso es la denominada fase de quiescencia, caracterizada por poca o nula
actividad contractil del miometrio, que involucra a las primeras dos etapas y que se
alarga hasta el tercer trimestre de la gestacion. La progesterona es el mediador
mas importante en el mantenimiento de esta etapa funcional y en muchos
animales, no en el humano, la caida abrupta de la concentracion de esta hormona
esteroide, antecede inmediatamente al inicio de la actividad uterina que acompafa
al parto (Shynlova et al/ 2004). La siguiente etapa, que se inicia de manera
variable y erratica en el tercer trimestre de la gestacion, corresponde a la fase de
maduracion del miometrio, que incluye todos los cambios mencionados en la fase
tres y que de manera progresiva van preparando al miometrio para el momento
del trabajo de parto, esta etapa es controlada por la expresion progresiva de
cantidades crecientes de hormona liberadora de corticotropinas (CRH)
(Grammatopoulos y Hillhouse 1999). La ultima etapa funcional es la manifestacién
de todas las capacidades contractiles del miometrio durante el trabajo de parto,
bajo el influjo de los compuestos uterotonicos como la oxitocina y las

prostaglandinas.
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De forma reciente se ha propuesto que el feto podria contribuir de forma
importante en la regulacion de los cambios que sufre el miometrio a lo largo de la
gestacion. Al parecer, las sefales primarias (estrogeno, cortisol) que activan al
miometrio en la fase del parto parecen deberse a un aumento en la actividad del
eje hipotalamo-hipdfisis-suprarrenal del feto. Se ha demostrado que el aumento en
la produccion de cortisol, que depende mayoritariamente del feto a lo largo de la
gestacion, regula la expresion placentaria de la enzima sintetasa de prostaglandina
H tipo 2 (PGHS2), en forma dependiente de estrogeno (Challis et a/. 2002). La
enzima PGHS2 participa en la sintesis de prostaglandinas, lo que resulta en un
aumento en las concentraciones de prostaglandina E2 (PGE2), cuya potente accion
uterotdnica promueve las contracciones del miometrio, caracteristicos del trabajo

de parto.

El hallazgo de la participacion del feto en la inducciéon de las fases finales de la
activacion del miometrio ha traido consigo un nuevo mecanismo explicativo de la
induccién del trabajo de parto pretérmino. De esta manera podemos entender que
la presencia de elementos que despiertan la alarma en el feto, con liberacion de
CRH y el consecuente aumento en la concentraciéon circulante de cortisol, que
pasara al microambiente uterino, terminaran induciendo la actividad del tejido
muscular. Una condicién como ésta puede ser despertada por ejemplo, por la
presencia de una infeccidén intrauterina que estimula a las células fetales que
median la respuesta inmunoldgica innata a liberar mediadores inflamatorios, que al

actuar sobre el sistema nervioso fetal terminaran liberando CRH.
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Maduracion cervical

A lo largo de la gestacion, el cuello uterino mantiene su integridad estructural y
constituye una barrera mecanica y funcional que cierra el paso al ambiente
intrauterino, sin embargo, hacia el final del embarazo se presentan una serie de
cambios bioquimicos y morfoldgicos que lo predisponen para el momento del
trabajo de parto y que se manifiestan con cambios en la longitud del canal y del
orificio cervical (Carreras Moratonas y Crispi Brillas 2004). Los cambios
estructurales que experimenta el cérvix al acercarse el parto, a los que en conjunto
se conoce como “borramiento cervical”, estan dados por diversas alteraciones
bioguimicas, entre ellas la modificacién de la organizacion e integridad de las fibras
de colagena, asi como alteracion en las concentraciones de agua, proteoglicanos y
acido hialurdnico. Dichos cambios estan asociados con el aumento de mediadores
inflamatorios como la interleucina 1 beta (IL-1B) y el factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a), que inducen aumento en la sintesis de quimiocinas, prostaglandinas
y metaloproteasas de matriz extracelular (MMPs), una familia de proteasas que
degradan selectivamente componentes de la matriz extracelular y que juegan un
papel central en la remodelacion del tejido conectivo del cuello uterino (Winkler et

al. 1998a, Winkler et al. 1998b, Winkler et al. 1999a, Winkler et al. 1999b).

Se ha demostrado que durante el trabajo de parto hay un aumento en las
concentraciones cervicales de IL-1B, TNF-a e IL-6, asi como de IL-8, citocina que

induce quimiotaxis de neutrdfilos. Las principales responsables de dicho
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incremento en la sintesis tanto de las citocinas como de las MMPs no parecen ser
las células locales del tejido cervical, sino mas bien los leucocitos que durante el
trabajo de parto invaden el tejido al ser atraidos por quimiotaxis (Young et al.

2002).

Se ha visto que el mantenimiento de la morfologia del cuello uterino parece estar
relacionado con la expresion diferencial del factor de transcripcién asociado a
microftalmia (MITF) en las células del estroma cervical. En un modelo experimental
de ratdn se observd que la expresion de una de las isoformas de MITF (MITF-CX)
disminuye significativamente durante la maduracidn cervical, para recuperar sus
niveles normales a las 24 horas después del parto. Lo anterior sugiere que la
actividad transcripcional de MITF juega un papel importante en el mantenimiento
fisioldgico de la integridad del cuello uterino, asi como en el evento de maduracion

cervical durante el trabajo de parto (Word et a/. 2007).

Las prostaglandinas son otro mediador conocido de los cambios cervicales,
ejerciendo una accién proinflamatoria y actuando de forma sinérgica con citocinas
como la IL-8. La accidon de las prostaglandinas parece deberse a su efecto
vasodilatador, alterando la permeabilidad de los vasos sanguineos y aumentando

el flujo sanguineo local (Kelly 1996).

Se ha propuesto que el mediador final de los mecanismos que llevan a la dilatacion
y borramiento cervical es el oxido nitrico (NO), que es producido por cualquiera de

las tres isoformas de la enzima sintetasa de Oxido nitrico (NOS) a partir del
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aminoacido L-arginina y oxigeno. Las isoformas endotelial (eNOS) y neuronal
(nNOS) son constitutivas y dependientes de calcio, mientras que la tercera, iNOS,
es independiente de calcio e inducible por varias citocinas. Las tres isoformas de
NOS se han encontrado en el tejido cervical, pero durante el trabajo de parto la
isoforma endotelial aumenta significativamente. En las pacientes que presentan
parto pretérmino, la concentracion de los tres isomeros de NOS es
significativamente mayor que en los tejidos de las pacientes en trabajo de parto a
término (Tornblom et a/. 2005). Por otro lado, se ha visto que en pacientes con
amenaza de parto pretérmino existe una mayor actividad del NO a nivel cervical.
Ademas, la aplicacién local de agentes donadores de NO se ha usado para inducir
cambios morfoldgicos similares a los que ocurren durante la maduracién cervical

(Bollapragada et al. 2009, Facchinetti et a/. 2005).

Estas evidencias experimentales junto con hallazgos que muestran un aumento en
la peroxidacion de lipidos y en las concentraciones de antioxidantes (Agarwal et al.
2005), han llevado a proponer que un ambiente de estrés oxidativo que incluye la
interaccion entre citocinas, prostaglandinas y NO es el responsable de las rutas
bioquimicas que llevan al borramiento y dilatacion del cérvix en el parto

pretérmino.
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Ruptura de las membranas corioamnioticas

Las membranas corioamnidticas (MCA) humanas son el tejido extraplacentario que
delimita el ambiente fetal y lo separa del Utero materno. Estan formadas por dos
capas adyacentes, el corion y el amnios, formadas cada una por diversos tipos
celulares y una gran cantidad de tejido conectivo que constituye la matriz
extracelular y del cual la coldgena es el principal componente (Parry y Strauss

1998).

El principal componente celular del corion son los trofoblastos, que se encuentran
en contacto directo con las células de la decidua materna. Los trofoblastos son las
células responsables del contacto inicial del embridén con la madre en el momento

de la implantacién, asi como del desarrollo estructural y funcional de la placenta.

Por otro lado, el amnios estd compuesto por un epitelio de células llamadas
amniocitos, adosadas a una membrana basal, que tienen una importante funcion

secretora a lo largo de la gestacion.

La mayor parte de la estructura del amnios esta dada por una amplia red de tejido
conectivo, sintetizada principalmente por los fibroblastos locales. Dicha red esta
constituida principalmente por distintos tipos de colagena, lo que le confiere una
gran resistencia mecanica. Se ha reportado que las colagenas tipo I y III se
encuentran principalmente formando una red fibrilar en todas las capas que

componen el amnios (compacta, esponjosa Yy reticular); se localizan también,
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aunque en mucho menor medida, en la decidua cercana a los trofoblastos del

corion.

Por otro lado, la colagena tipo IV es el principal componente de la membrana basal
gue sostiene al epitelio amnidtico y de la pseudomembrana basal del corion. Se ha
descrito que este tipo de colagena se encuentra también formando estructuras no
fibrilares en la capa reticular del amnios, lo que ha llevado a sugerir que la
colagena tipo IV sirva como soporte estructural de la red fibrilar de colagenas Iy

III (Malak et al. 1993, Modesti et al. 1989).

A lo largo de la gestacion la estructura tridimensional de las membranas se
mantiene debido a un recambio constante de su tejido conectivo a través de un
equilibrio en la sintesis y degradacion de colagena. Cuando este equilibrio se
pierde, ya sea por una disminucion en la sintesis de coldgena o por mayor
actividad colagenolitica, es cuando ocurre la ruptura de las membranas, ya sea en
condiciones de trabajo de parto normal o cuando se presenta RPM (Vadillo-Ortega

et al. 1990).

En este sentido, se ha visto que pacientes que desarrollaron RPM tuvieron una
mayor tasa de sintesis de colagena en etapas tempranas de la gestacién (Tejero et
al. 2003). Por otro lado, se ha encontrado que una deficiencia marginal en la
concentracion y biodisponibilidad del acido ascorbico (vitamina C), cofactor en la
sintesis de colagena, esta asociada tanto al desarrollo de RPM (Casanueva et al.

1991) como a un aumento en la cantidad y actividad de MMPs (Vadillo Ortega et
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al. 1995). Lo anterior sugiere que alteraciones en el equilibrio normal de sintesis y

degradacién de colagena pueden llevar a la RPM.

Diversas evidencias experimentales apuntan a que la degradacion de la colagena
gue compone las membranas parece ser el evento central en el fendmeno de
ruptura tanto fisioldgica como patoldgica. Esta degradacién esta controlada por
distintas MMP vy sus inhibidores tisulares (TIMPs). El incremento en la expresion y
activacion de la MMP-9, una gelatinasa que degrada colagena tipo IV, asi como la
disminucién en la concentracién de su inhibidor especifico, el TIMP-1, se asocian
directamente a la ruptura de las membranas tanto en el trabajo de parto como en
la RPM. De ahi que la MMP-9 se considere un marcador molecular del inicio del
proceso colagenolitico en las membranas fetales (Locksmith et a/ 2001, Vadillo-

Ortega et al. 1995, Vadillo-Ortega et al. 1996).

La expresion del gene de la MMP-9 puede ser inducida por varios factores de
crecimiento y citocinas proinflamatorias, especialmente IL-1B y TNF-a, a través de
las vias de transduccion asociadas al factor nuclear kB (NF-kB) y al AP-1 (Birkedal-
Hansen et al. 1993, Borden y Heller 1997). Se sabe que todos los tipos celulares
presentes en las membranas corioamnidticas (trofoblastos, fibroblastos, células
epiteliales) son capaces de producir MMP-9 y que la induccidon de esta enzima se
da a través de un sistema autocrino y paracrino dependiente de la concentracion

de dichas citocinas (Arechavaleta-Velasco et al. 2002).
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Por otro lado, se han descrito polimorfismos de los genes que codifican para la IL-
1B (G+3953A) y el TNF-a (G-308A) que condicionan una secrecion exagerada de
las correspondientes citocinas ante un estimulo infeccioso. Se ha propuesto que la
presencia de estos polimorfismos en los tejidos gestacionales podria predisponer a
las pacientes portadoras a que el circuito que involucra a las citocinas
proinflamatorias y a las diferentes MMPs se manifieste de manera amplificada y
con ello, activar de manera anormal algunos de los mecanismos del trabajo de
parto, incrementando el riesgo de presentar RPM vy/o parto pretérmino

(Hernandez-Guerrero et al. 2003).

El trabajo de parto como un proceso de tipo inflamatorio

Las evidencias experimentales que ha arrojado el andlisis de los mecanismos
celulares y moleculares que acompanan al trabajo de parto, han llevado a
proponer que este fendmeno es el resultado de un proceso de tipo inflamatorio

aunque limitado al ambiente intrauterino local.

Durante un proceso inflamatorio normal el sistema inmune utiliza diversos
mecanismos efectores para eliminar o al menos neutralizar a los agentes extrafios
(por ejemplo, un agente infeccioso). La primera linea de respuesta inmune la
constituyen las células fagociticas residentes en los tejidos periféricos, las cuales
secretan citocinas y quimiocinas proinflamatorias al encontrarse con el agente

extrano. Estas proteinas causan dilatacion de los vasos sanguineos locales y
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cambios en las células endoteliales, mismos que facilitan el reclutamiento de mas

leucocitos efectores al sitio de inflamacion, guiados por las quimiocinas.

Las interacciones iniciales entre los leucocitos y el endotelio vascular estan
mediadas por moléculas de adhesion celular (CAMs), las cuales favorecen tanto la
union inicial como la extravasacion y permanencia de los leucocitos en el sitio de

inflamacion (Janeway et a/. 2005).

Una vez infiltrados en el tejido, los leucocitos producen una gran variedad de
moléculas efectoras, incluyendo cantidades adicionales de citocinas
proinflamatorias y quimiocinas, de acuerdo con el tipo de leucocitos de que se

trate y con el microambiente que se establezca en el sitio de inflamacion.

En el contexto del ambiente intrauterino y especialmente en la interfase materno-
fetal, diversas evidencias soportan la idea de que el trabajo de parto es un proceso

de tipo inflamatorio, como se describe a continuacion.

Citocinas y quimiocinas

Estudios tanto de expresién génica como de secrecion proteica han mostrado que
un gran numero citocinas y quimiocinas propias de la respuesta inflamatoria estan
presentes en los tejidos gestacionales (miometrio, cérvix, membranas y placenta)
0 en sus secreciones (liquido amniético, liquido cérvico-vaginal) a lo largo de la

gestacion. Sin embargo, solamente algunos de estos mediadores moleculares ven
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incrementada su expresion como resultado del término de la gestacion y del

trabajo de parto (Tabla 1).

Tabla 1. Citocinas y quimiocinas que aumentan en la interfase materno-fetal

humana con el trabajo de parto.

Tejido / fluido Citocinas Quimiocinas
Amnios IL-1a/B IL-8
IL-6 GRO-a/B/y
IL-11 IP-10
PBEF MIP-1a/13
TNF-a MIP-3a
Coriodecidua IL-10/B8 IL-8
IL-6 GRO-a/B/y
IL-11 MCP-1
IL-12 MIP-1a
IL-16 MPIF-1
PBEF IP-10
TNF-a
Liquido amnidtico IL-1B IL-8
IL-2 MCP-1
IL-6 MIP-1a
TNF-a MIF
RANTES
Liquido cérvico-vaginal  IL-1a/B IL-8
IL-6 MCP-1
TNF-a

Adaptado de Mitchell y Keelan 2006.
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Las citocinas proinflamatorias TNF-a, IL-1B e IL-6 activan las vias de senalizacion
intracelulares dependientes del factor de transcripcion NF-kB, induciendo asi la
expresion de una segunda oleada proteinas efectoras cuyos genes tienen sitios de
respuesta a NF-kB en la region promotora. Entre estos se han descrito CAMs
(ICAM-1), diversas enzimas como la NOS, ciclo-oxigenasa 2 (COX2) y MMP-9, las
mismas citocinas proinflamatorias y quimiocinas como la IL-8 (Lappas y Rice

2009).

La activaciéon del NF-kB durante el trabajo de parto inhibe la actividad del receptor
de progesterona, lo que en conjunto con la sintesis de prostaglandinas mediada
por COX2 suprime el estado de “quiescencia” en el que se mantiene el miometrio a
lo largo de la gestacion, dando paso al estado activado caracterizado por las

contracciones uterinas (Allport et a/. 2001).

En el caso del cérvix, tanto las citocinas proinflamatorias TNF-a, IL-1B e IL-6 como
la quimiocina IL-8 han sido implicadas en el proceso del borramiento cervical. La
sintesis y secrecion de estas proteinas incrementa de forma importante tanto en el
cérvix como en la porcion inferior del Utero durante el trabajo de parto, lo que se
asocia con un aumento en el infiltrado de leucocitos y en las concentraciones
locales de MMPs, causando alteraciones en la integridad estructural del cérvix

(Mitchell y Keelan 2006).
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En las membranas fetales la expresion y secrecién de citocinas proinflamatorias y
guimiocinas también aumenta durante el trabajo de parto (Tabla 1). De manera
similar al cérvix, dicho incremento estd asociado con un mayor reclutamiento e
infiltracion de leucocitos al espacio coriodecidual, asi como al incremento en la
concentracion y activaciéon de MMPs, particularmente la MMP-9, lo que resulta en
el debilitamiento de la estructura de colagena que compone las membranas y su
consecuente ruptura (Gomez-Lopez et al/ 2009, Vadillo Ortega y Hernandez

Guerrero 2007).

Finalmente, nuestro grupo demostré recientemente que las membranas
corioamnidticas son capaces de inducir quimiotaxis de leucocitos durante el trabajo
de parto, lo que se asocia a la produccion local de quimiocinas como IL-8, MCP-1,

IP-10 y MIP-1a (Gomez-Lopez et al. 2009).

Moléculas de adhesion celular

La presencia de moléculas de adhesion celular (CAMs) ha sido estudiada en los
diversos tejidos gestacionales como parte del proceso inflamatorio asociado al
trabajo de parto, debido a su funcion como mediadoras de la infiltracién y

permanencia de leucocitos en los sitios de inflamacion.

La molécula de adhesién intercelular 1 (ICAM-1) ha sido la mas estudiada en este
contexto. Se ha visto que su expresion incrementa en las células endoteliales de la

placenta (Steinborn et al 1999), en el amnios (Marvin et a/. 2000b) y en la
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coriodecidua (Marvin et al. 1999, Osman et al. 2004) en presencia del trabajo de
parto, e incluso se ha descrito que tiene cierto valor predictivo para parto

pretérmino al medirse en el liquido cervicovaginal (Marvin et a/. 2000a).

La expresion tanto de la molécula de adhesion endotelial leucocitaria 1 (ELAM-1)
como de la molécula de adhesidn celular vascular 1 (VCAM-1) ha sido localizada en
el segmento inferior del Utero e incrementa conforme avanza la dilatacion cervical
(Winkler et al. 1998c). La expresién de VCAM-1 también se incrementa en la
coriodecidua con el trabajo de parto, aunque su localizacion histoldgica parece
estar limitada a los fibroblastos presentes en el tejido conectivo del corion (Osman

et al. 2004).

Se ha observado que la molécula de adhesion celular endotelial plaquetaria
(PECAM) se expresa tanto en el corion como en el amnios de las membranas
fetales; sin embargo, en presencia del trabajo de parto dicha expresidon solamente
aumenta en el endotelio vascular de la coriodecidua y en los leucocitos infiltrados

(Osman et al. 2004).

Por otro lado, el andlisis de CAMs en los leucocitos de sangre periférica materna ha
mostrado también cambios relacionados al trabajo de parto. Se han estudiado la
selectina L (CD62L), que participa en las primeras interacciones de los leucocitos
con el endotelio vascular, y las integrinas LFA-1 (CD11a) y Mac-1 (CD11b) que son

los ligandos o correceptores de la molécula ICAM-1 y por lo tanto constituyen el
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complemento indispensable para el reclutamiento y permanencia de leucocitos en

los sitios de inflamacién (Janeway et al. 2005).

Los reportes del analisis de selectina L y LFA-1 no son del todo concluyentes. En
un primer estudio no se encontraron diferencias en la intensidad de expresion de
estas moléculas durante el trabajo de parto (Luppi et a/. 2004), mientras que en
un estudio mas reciente se observd un incremento de ambas CAMs,

especificamente en los neutrofilos y en los linfocitos T (Yuan et al. 2009).

Ambos estudios, sin embargo, concuerdan en que durante el trabajo de parto
tanto el ndmero de células positivas para Mac-1, como la intensidad en la
expresion de esta molécula, aumentan tanto en los monocitos como en los

granulocitos de sangre periférica materna (Luppi et a/. 2004, Yuan et al. 2009).

Infiltrado leucocitario
Finalmente, diversos estudios histoldgicos de los tejidos gestacionales han
mostrado un aumento en la cantidad de leucocitos infiltrados al término de la

gestacion y particularmente durante el trabajo de parto.

En el Utero se ha observado un incremento en la infiltracion de neutrdfilos y
macréfagos, principalmente en el segmento inferior, lo que se asocia con el
progreso del trabajo de parto y con las concentraciones locales de quimiocinas (IL-

8) y proteasas (MMP-8 y MMP-9) (Thomson et al. 1999, Winkler et a/. 1999a).
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Hallazgos similares se han observado en el cérvix y en las membranas fetales,
tejidos donde los leucocitos infiltrados se han asociado también a la presencia de
citocinas proinflamatorias y quimiocinas (Gomez-Lopez et al. 2009, Osman et al.

2003, Young et al. 2002).

En conjunto, las diferentes evidencias experimentales permiten considerar al
trabajo de parto humano como un proceso de tipo inflamatorio agudo y limitado al
ambiente intrauterino. Uno de los eventos iniciales de este proceso lo constituiria
el reclutamiento de leucocitos al entorno de la coriodecidua, los cuales podrian
participar en la modulacion del proceso inflamatorio local, induciendo las diferentes
alteraciones bioquimicas y estructurales que se presentan en los tejidos

gestacionales durante el trabajo de parto.
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JUSTIFICACION

El conocimiento de los mecanismos fisiopatogénicos que condicionan el desarrollo
de la ruptura de las membranas fetales en condiciones normales, permitira
eventualmente proponer estrategias para intervenir en el desarrollo de la ruptura

prematura de membranas y asi impactar en la incidencia del parto pretérmino.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Resultados preliminares de nuestro laboratorio mostraron que el plasma de sangre
placentaria contiene una mayor concentracion de citocinas proinflamatorias en
comparacion con el plasma de la sangre periférica materna (Vega Sanchez et al,

2004).

Ademas, contiene mediadores moleculares que inducen una mayor secrecién de
MMP-9, lo cual provoca la degradacion y pérdida de estructura de las fibras de
colagena que constituyen la matriz extracelular de las membranas (Estrada-

Gutierrez et al. 2005).

A partir de estas observaciones, resulta indispensable caracterizar a los leucocitos
gue circulan en la sangre placentaria, tanto a nivel fenotipico como funcional, al

término de la gestacion y particularmente durante el trabajo de parto.

31



Con base en lo anterior, en el presente trabajo se plantearon las siguientes

preguntas de investigacion:

¢éLos leucocitos presentes en el ambiente intrauterino o en la circulacion
periférica son capaces de responder a las senales de reclutamiento
expresadas por las membranas fetales al término de la gestacion?

¢éLa composicion celular de la sangre que circula en el ambiente intrauterino
es distinta de aquella de la sangre periférica materna al término de la
gestacion?

¢Los leucocitos del ambiente intrauterino son funcionalmente distintos de

los que circulan en la sangre periférica materna al término de la gestacion?
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HIPOTESIS

Los leucocitos circulantes en el ambiente intrauterino poseen caracteristicas
fenotipicas y funcionales que les permitirian modular el proceso inflamatorio local
durante el trabajo de parto, sintetizando mediadores primarios como citocinas

proinflamatorias y efectores secundarios como MMPs.

OBJETIVOS

Objetivo general
Caracterizar a los leucocitos del entorno intrauterino como moduladores del
microambiente inflamatorio y de colagenolisis que se establece en el espacio

coriodecidual al término de la gestacién humana.

Obijetivos particulares

» Describir el fenotipo de las subpoblaciones de leucocitos placentarios al término
de la gestacion, en comparacién con los leucocitos periféricos maternos.

e Analizar el perfil funcional de los leucocitos placentarios al término de la
gestacion, en cuanto a su expresion y secrecion de marcadores
proinflamatorios y de colagenolisis.

» Caracterizar la expresion de moléculas de adhesion celular en los leucocitos

placentarios y periféricos al término de la gestacion.
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MATERIALES Y METODOS

Pacientes y material bioldgico

Pacientes
Los criterios de inclusidon y procedimientos de toma de muestras de este proyecto
fueron aprobados por los Comités de Investigacion y Etica del INPer. Todas las

pacientes dieron su consentimiento informado antes de la toma de las muestras.

Se incluyeron muestras provenientes de mujeres sanas con embarazos a término
(= 37 semanas de gestacién), de entre 15 y 44 anos de edad. Se excluyeron
aquellas pacientes con embarazos multiples o que presentaran alguna patologia,
especialmente infeccion vaginal o intrauterina, diabetes mellitus o diabetes

gestacional, preeclampsia o enfermedades autoinmunes.
Las muestras se dividieron en dos grupos:

1) Grupo control sin trabajo de parto: muestras provenientes de pacientes que
terminaron su embarazo por cesarea electiva, sin evidencias clinicas de que

hubiera iniciado el trabajo de parto.

2) Grupo experimental con trabajo de parto: muestras provenientes de
pacientes que presentaron trabajo de parto normal (contracciones uterinas,
dilatacion cervical y ruptura de membranas), independientemente de la via

de resolucion (cesarea o parto vaginal).
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Sangre periférica materna

Las muestras de sangre periférica materna se obtuvieron durante el procedimiento
obstétrico (cesarea o parto vaginal) o inmediatamente después de este. La sangre
se obtuvo mediante puncién venosa en el antebrazo de las pacientes y se depositd

inmediatamente en tubos estériles con anticoagulante (heparina de sodio o EDTA).

Sangre placentaria
Las muestras de sangre placentaria se obtuvieron dentro de los primeros 30

minutos posteriores al alumbramiento de la placenta.

Para la obtencidon de estas muestras se exprimid manualmente la cara materna de
los cotiledones de la placenta, y se recuperd la sangre que drenaba con pipetas
estériles desechables. La sangre se depositd inmediatamente en tubos estériles

con anticoagulante (heparina de sodio o EDTA).

Aislamiento de leucocitos
A partir de las muestras de sangre placentaria y periférica se aislaron los leucocitos
totales por medio de gradiente de densidad, usando el reactivo Polymorphprep

(Axis-Shield, Oslo, Noruega) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Al formarse el gradiente se obtuvieron dos bandas de células correspondientes a
los leucocitos mononucleares y a los polimorfonucleares respectivamente; en todos
los casos se recuperaron ambas bandas para tener el paquete leucocitario

completo.
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Los eritrocitos residuales se lisaron resuspendiendo el paquete celular en un buffer
de cloruro de amonio (cloruro de amonio 150mM, bicarbonato de potasio 10mM,
EDTA 0.1mM) durante 10 min a temperatura ambiente; finalmente los leucocitos

se lavaron con PBS estéril.

Fenotipificacion de subpoblaciones de leucocitos

El primero de los objetivos particulares de este trabajo fue describir el fenotipo de
las subpoblaciones de leucocitos presentes en la circulacion intrauterina
(representada por la sangre de placenta) en comparacién con los leucocitos que
circulan en la sangre periférica materna. En este caso nuestra intencién era
identificar subpoblaciones especificas de leucocitos que estuvieran presentes en los
tejidos gestacionales alrededor del momento del parto y que por sus caracteristicas

pudieran contribuir al desarrollo del microambiente inflamatorio local.

Para ello se obtuvieron muestras de sangre periférica y placentaria de pacientes
sin trabajo de parto (n=10) y con trabajo de parto (n=10). Las diferentes
subpoblaciones de leucocitos se marcaron con anticuerpos monoclonales acoplados
a fluorocromos para su andlisis por citometria de flujo, utilizando CD4-FITC para
linfocitos T cooperadores, CD14-ECD para monocitos/macréfagos, CD8-PC5 para
linfocitos T citotdxicos, CD3-PC7 para linfocitos T totales, CD19-FITC para linfocitos

B y CD56-PE para células NK.
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Se realizaron marcajes de 4 colores (CD4/CD14/CD8/CD3) o de 2 colores
(CD19/CD56). Todos los anticuerpos eran de la marca Immunotech (Marseille,
Francia). Para cada muestra y reaccion de marcaje se incluyeron los respectivos

controles sin tefir para ajustar la autofluorescencia.

Cada combinacién de anticuerpos se anadid a 100ul de sangre total en la
concentracion recomendada por el fabricante (10-20ul) y se incubaron en la
oscuridad por 15 minutos. La lisis de eritrocitos y la fijacién de leucocitos se
realizaron simultaneamente utilizando el reactivo OptiLyse (Beckman Coulter,

Marseille, Francia). Finalmente, los leucocitos se lavaron con PBS estéril.

Las muestras se analizaron en un citdmetro de flujo FC500 (Beckman Coulter,
Miami, FL, USA). Las células CD3", CD19" y CD56" se contaron dentro de la region
de linfocitos, mientras que las células CD4" y CD8" se analizaron dentro de la
region de células CD3" (Figura 1). Se contaron cincuenta mil eventos por cada

muestra con un minimo de diez mil eventos dentro de la regién de linfocitos.

Debido a que no se contaba con el nimero total de células de cada paciente,

solamente se presentan los porcentajes relativos de cada subpoblacion.
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Figura 1. Imagen representativa de las regiones establecidas y los parametros

utilizados para el analisis de citometria de flujo.

La grafica de puntos muestra la distribucién de los leucocitos en cuanto a tamafo (eje
vertical) y granularidad (eje horizontal); la regién marcada corresponde a los linfocitos.
Los histogramas muestran las intensidades de fluorescencia media en los diferentes
canales de deteccidn (ejes horizontales) por nimero de eventos (gjes verticales); las areas
blancas y grises corresponden a las muestras sin tefir (control de autofluorescencia) y

tefidas, respectivamente.
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Caracterizacion funcional de leucocitos

Expresion basal de citocinas y MMP9
De acuerdo con el segundo objetivo del trabajo, se analizaron algunas de las
caracteristicas funcionales de los leucocitos aislados de sangre placentaria en

comparacion con las células que circulan en la sangre periférica materna.

En un primer abordaje, se analizd por PCR en tiempo real la expresion basal de los
genes que codifican para el factor de necrosis tumoral alfa (7NFA), las
interleucinas IL-1B (/L1B) e IL-6 (IL6) y el antagonista del receptor de interleucina
1 (ILIRN) como marcadores de la capacidad inflamatoria de los leucocitos, asi
como la expresién de la metaloproteasa de matriz extracelular 9 (MMP9) como

marcador de su capacidad colagenolitica.

Para estos experimentos, se extrajo el RNA total de los leucocitos aislados de
sangre periférica y de sangre placentaria de pacientes sin trabajo de parto (n=14)
y con trabajo de parto (n=9), utilizando el reactivo Trizol (Invitrogen, Carlsbad,
CA, EUA), siguiendo las instrucciones del fabricante. EI RNA se precipitd con

isopropanol y se lavd con etanol al 75%.

A partir del RNA total se sintetizd el DNA complementario (cDNA) con el kit
Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche Applied Science, Mannheim,
Alemania), utilizando hexameros al azar como oligonucledtidos iniciadores
(primers). Las reacciones de transcripcion reversa se llevaron a cabo en un

termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf, Hamburg, Alemania) con las
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siguientes condiciones: 25 °C — 10 min / 55 °C — 30 min / 85 °C — 5 min. El cDNA

se almaceno a —20°C hasta su uso.

Por medio de PCR cuantitativa en tiempo real se analizo la expresion relativa de los
genes mencionados, usando el gen de la beta actina (AC75) como normalizador.
Para las reacciones de PCR se utilizd el kit Light Cycler TagMan Master y sondas
universales TagMan (sondas marcadas con fluorescencia) siguiendo las

instrucciones del fabricante (Roche Applied Science, Mannheim, Alemania).

Se disenaron primers especificos para las secuencias de RNA mensajero de cada
uno de los genes wusando el software ProbeFinder disponible en
www.universalprobelibrary.com (consultada en enero 2007). Todos los primers se
disefaron para que abarcaran secuencias de unién de intrones, y asi evitar falsos
positivos por posible contaminacién residual con DNA gendmico.

TNFA: forward 5'-CAGCCTCTTCTCCTTCCTGAT-3’; reverse 5'-GCCAGAGGGCTGATTAGAGA-3'; sonda 29

IL1B: forward 5-CTGTCCTGCGTGTTGAAAGA-3'; reverse 5-TTGGGTAATTTTTGGGATCTACA-3; sonda 78

IL6: forward 5'-GATGAGTACAAAAGTCCTGATCCA-3'; reverse 5'-CTGCAGCCACTGGTTCTGT-3'; sonda 40
ILIRN: forward 5-TGCCTGTCCTGTGTCAAGTC-3'; reverse 5-TCTCGCTCAGGTCAGTGATG-3'; sonda 16
MMP9: forward 5'-GAACCAATCTCACCGACAGG-3’; reverse 5-GCCACCCGAGTGTAACCATA-3": sonda 06

ACTB: forward 5'- ATTGGCAATGAGCGGTTC-3'; reverse 5'- GGATGCCACAGGACTCCAT-3"; sonda 11

Las reacciones de PCR en tiempo real se llevaron a cabo en un equipo Light Cycler

2.0 bajo las siguientes condiciones: un ciclo de 95 °C, 10 min; 45 ciclos de

desnaturalizacion (95 °C, 10 seg), alineamiento (60 °C, 30 seg) y extension (72
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°C, 1 seq); en este ultimo paso se cuantificd la fluorescencia. La expresion relativa
se calculd con el programa Light Cycler Software 4 (Roche Applied Science,

Mannheim, Alemania).

Cultivo celular y estimulacion con lipopolisacarido

Por otro lado, para caracterizar el comportamiento funcional de los leucocitos
placentarios en comparacidon con los leucocitos periféricos, las células aisladas de
ambos compartimientos se estimularon con lipopolisacarido de £. coli (LPS), y se
cuantificd la secrecién al medio de cultivo de los marcadores inflamatorios y de

colagenolisis antes mencionados.

El abordaje experimental de estimulacion con LPS podria reflejar la capacidad de
los leucocitos placentarios de responder ante un estimulo externo, en este caso un

producto bacteriano que simularia una infeccion intrauterina.

Experimentos similares se realizaron paralelamente con la linea celular de
promielocitos humanos U937; esta linea celular se utilizd como un modelo de
respuesta funcional ante la estimulacion con LPS debido a su conocida capacidad
de expresar citocinas proinflamatorias y MMP-9 basalmente, y de incrementar su

expresion en respuesta al LPS (Lopez-Bojorquez et a/. 2004, Tachado et a/. 2005).

Los leucocitos aislados de sangre periférica y de sangre placentaria (1x10° células),
asi como las células U937 (ATCC, Manassas, VA, EUA), se colocaron en placas de

12 pozos con 1 ml de medio DMEM suplementado con 0.2 % de hidrolizado de
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lactoalbumina, 1 % de piruvato de sodio y 1 % de antibidtico-antimicético (Gibco
BRL, Grand Island, NY, EUA). Antes de los cultivos, se comprobd que la viabilidad

de los leucocitos fuera = 90% por medio de tincidn con azul de tripano.

Las células se estimularon con 1 pg/mL de lipopolisacarido (LPS) de E.coli 055:B5
(Sigma Chemical, St. Louis, MO, EUA) y se incubaron por 24 h a 37 °C con 5 %
CO,. La cantidad de LPS se determind después de analizar la maxima secrecién de
citocinas por los leucocitos y las células U937 mediante una curva dosis-respuesta

a diferentes tiempos.

Al final del tiempo de cultivo los sobrenadantes se recuperaron y se almacenaron a

—20°C hasta su uso.

La concentracion de TNF-a se cuantificd en los sobrenadantes de los cultivos
usando el kit TNF-a Human Biotrak Easy ELISA (GE Healthcare, Piscataway, NJ,

EUA) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Para cuantificar la IL-1B secretada se utilizd un ELISA tipo sandwich desarrollado
en nuestro laboratorio, de acuerdo a lo descrito por Arechavaleta-Velasco y
colaboradores (Arechavaleta-Velasco et a/. 2002), usando reactivos R&D Systems
(Minneapolis, MN, EUA). Brevemente, se incubd una placa de 96 pozos (Nunc
Maxisorp, Roskilde, Dinamarca) con un anticuerpo de captura monoclonal anti-IL-
1B humano (500 pg/ml) toda la noche a 37 °C. La placa se lavd tres veces con
Tween 20 al 0.05% en PBS y se bloqued con una solucién de 5% de sacarosa, 1%

de albumina sérica bovina y 0.05% de azida de sodio durante 2 horas. Se
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agregaron 100 pl de las muestras o de una curva de IL-13 humana recombinante y
se incubo toda la noche a 4 °C. Se lavd la placa y se incubd con un anticuerpo
policlonal biotinilado anti-IL-1B humano (50 pg/ml) a temperatura ambiente por 2
horas. Después de lavar la placa se incubd con estreptavidina conjugada con
fosfatasa alcalina (dilucién 1:5000) por 90 minutos a 37 °C. Por ultimo se lavo la
placa y se incubd con una soluciéon de p-nitrofenilfosfato durante 30 minutos a 37
°C. Se midi6 la absorbancia en un lector de placas a 410 nm. Los coeficientes de

variacion intra- e inter-ensayo fueron menores al 5%.

La cuantificacion de IL-6 e IL-1RN se hizo mediante los kits DuoSet ELISA

Development System (R&D Systems) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Las formas activas y latentes de la MMP-9 secretadas a los medios de cultivo se
cuantificaron usando el kit Matrix Metalloproteinase-9 Biotrak Activity Assay
System (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA) de acuerdo con las

instrucciones del fabricante.

Expresion de moléculas de adhesion celular en leucocitos
Finalmente, el tercer objetivo consistid en analizar si las células que circulan en el
ambiente intrauterino o en la periferia materna son capaces de responder a las

sefales de reclutamiento expresadas por las membranas corioamnioticas.

Se analizd la expresion de los genes ITGAL e ITGAM en los leucocitos periféricos y

placentarios. Estos genes codifican para las cadenas alfa de las integrinas LFA-1
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(CD11a/CD18) y Mac-1 (CD11b/CD18) respectivamente, cuya funcién en la

adhesion celular se describid anteriormente.

Para estos experimentos se siguid la metodologia descrita anteriormente para el
aislamiento de RNA total a partir de leucocitos de sangre periférica y de sangre
placentaria de pacientes sin trabajo de parto (n=6) y con trabajo de parto (n=8);
se sintetizd el cDNA vy se realizd PCR en tiempo real utilizando los primers y sondas
gue a continuacion se describen. En esta serie de experimentos la expresion
relativa se normalizd usando el gen que codifica para la gliceraldehido 3-fosfato

deshidrogenasa (GAPDH).

ITGAL: forward 5- CCACAGATGGAAGCATTTTG-3; reverse 5- GTGTTCTGGTCACACGTTCG-3'; sonda 26
ITGAM: forward 5- GGCATCCGCAAAGTGGTA-3'; reverse 5- GGATCTTAAAGGCATTCTTTCG-3'; sonda 9

GAPDH: forward 5'-GCCACATCGCTCAGACAC-3’, reverse 5'-GCCCAATACGACCAAATCC-3'; sonda 60

Analisis estadisticos

Todos los andlisis estadisticos se hicieron con el programa SPSS 17.0 para
Windows. Dependiendo de la distribucién de las muestras se usé la prueba T de
Student o la prueba de Mann-Whitney para comparar muestras independientes
(leucocitos periféricos vs. leucocitos placentarios; muestras sin trabajo de parto vs.
muestras con trabajo de parto), y la prueba T pareada o la prueba de Rangos de
Wilcoxon para comparar muestras relacionadas (muestras antes y después del

estimulo). Las diferencias con una p < 0.05 se consideraron significativas.
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RESULTADOS

La proporcion de monocitos y linfocitos T es diferente en sangre
placentaria

Los resultados del analisis por citometria de flujo de las distintas subpoblaciones
de leucocitos revelaron que la proporcion de leucocitos en la circulacion placentaria
es diferente de la circulacién periférica materna al término de la gestacién, como

se muestra en la Tabla 1.

Antes del trabajo de parto, el porcentaje de linfocitos CD3* fue significativamente
menor en la circulacién placentaria, mientras que el porcentaje de monocitos
CD14" fue significativamente mayor en comparacion con la sangre periférica

(p=0.047 y 0.003 respectivamente).

Sin embargo, una vez iniciado el trabajo de parto, esta diferencia sélo se mantuvo

en el caso de las células CD14" (p=0.023).

No se observaron diferencias en las subpoblaciones de leucocitos en sangre

periférica o placentaria al comparar las muestras sin y con trabajo de parto (Tabla

1).
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placentaria al término de la gestacion.

Tabla 1. Porcentajes de subpoblaciones de leucocitos en sangre periférica y sangre

Subpoblacion Sangre periférica Sangre placentaria Valor de P

SIN TRABAJO DE PARTO n=10 n=10
Linfocitos T totales (CD3") 43.2 (13.6 - 80.0) 29.2 (8.4 — 58.8) 0.047
Linfocitos T CD4* 30.7 (6.6 — 63.0) 31.5 (5.0 - 73.0) 0.847
Linfocitos T CD8* 23.9 (11.0 - 62.0) 24.0 (7.5 - 61.6) 0.748
Monocitos/macréfagos (CD14") 3.0(2.0-6.7) 5.2 (3.0-17.5) 0.003
Células NK (CD56") 12.3 (3.2 -28.8) 7.4 (0.7 - 20.9) 0.300
Linfocitos B (CD19%) 3.6 (0.1 - 10.8) 4.9 (0.3 -13.9) 0.898

CON TRABAJO DE PARTO n=10 n=10
Linfocitos T totales (CD3*) 39.5(11.3-75.1) 29.4 (10.1 - 52.0) 0.165
Linfocitos T CD4* 40.1 (12.8 - 76.8) 28.5 (3.0 - 71.3) 0.353
Linfocitos T CD8* 38.3 (16.5 - 53.2) 23.4 (10.1 - 63.0) 0.631
Monocitos/macréfagos (CD14%) 4.4 (0.2 -10.9) 10.8 (0.75 - 15.3) 0.023
Células NK (CD56") 18.8 (6.9 — 51.3) 13.5 (7.8 = 25.1) 0.529
Linfocitos B (CD19%) 6.4 (2.1-17.7) 5.7(0.1-13.4) 0.684

Diferencias entre los grupos sin trabajo de parto y con trabajo de parto (valores de P)

Linfocitos T totales (CD3%)
Linfocitos T CD4*

Linfocitos T CD8*
Monocitos/macréfagos (CD14%)
Células NK (CD56")

Linfocitos B (CD19%)

0.512

0.705

0.223

0.132

0.426

0.114

0.973

0.654

0.918

0.282

0.223

0.282

Se presentan los valores de las medianas (minimo — maximo).
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Los leucocitos placentarios muestran un perfil de expresion

proinflamatorio y colagenolitico

No se observaron diferencias en la expresién de 7VFA entre los leucocitos periféricos

y los placentarios antes y durante el trabajo de parto (Figura 1).

En ausencia de trabajo de parto, los leucocitos de sangre periférica expresaron
cantidades significativamente mayores de IL1B que los leucocitos placentarios
(p=0.046). Sin embargo, solamente los leucocitos placentarios aumentan
significativamente su expresion de esta citocina en presencia del trabajo de parto

(p=0.011).

Observamos que el trabajo de parto induce un incremento significativo en la expresion
de 1.6, tanto en los leucocitos periféricos (p=0.039) como en los placentarios

(p=0.002). No se observaron diferencias al comparar ambos compartimientos (Figura

1),

La expresidon de IL1RN fue significativamente mayor en los leucocitos periféricos que
en los placentarios en ausencia de trabajo de parto (p=0.007). Sin embargo,
solamente en los leucocitos placentarios la expresion de esta citocina fue

significativamente mayor en presencia del trabajo de parto (p=0.039).

Finalmente, se observd un incremento en la expresion de MMP9 asociada al trabajo de
parto en los leucocitos de ambos compartimientos, el cual sdlo alcanzd significancia
estadistica en los leucocitos periféricos (p=0.033). No se observaron diferencias al

comparar los dos compartimientos (Figura 1).
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Figura 1. Expresion génica basal de citocinas por leucocitos periféricos y
placentarios al término de la gestacion.

Las lineas horizontales representan el valor de la mediana de expresion relativa con los
percentiles 25'/75' (cajas) y percentiles 57/95" (lineas verticales). Los circulos negros
representan valores extremos. TP = trabajo de parto. N = 14 sin TP, y N = 9 con TP.
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Los leucocitos placentarios secretan cantidades diferentes de citocinas y

MMP-9 ante el estimulo con LPS

Después de 24 horas en cultivo, tanto los leucocitos periféricos como los
placentarios produjeron cantidades similares de TNF-a, mismas que no se
incrementaron con el estimulo de LPS (Figura 2). Sin embargo, los leucocitos
placentarios de mujeres con trabajo de parto incrementaron notablemente su
secrecion de esta citocina después del estimulo, incluso en mayor medida que las
células de referencia (U937). Interesantemente, la secrecion basal de esta citocina
por los leucocitos de ambos compartimientos fue significativamente menor cuando

las células provenian de pacientes sin trabajo de parto.

No se observaron diferencias en la secrecion de IL-1B de los leucocitos
placentarios ni periféricos, ya sea antes o después del trabajo de parto (Figura 2).
Solamente los leucocitos placentarios mostraron una tendencia a incrementar su
secrecion de esta citocina después del estimulo con LPS, aunque no alcanzd
significancia estadistica. Esto correspondié con lo observado en las células U937,
las cuales secretaron una cantidad significativamente mayor de IL-1B al ser

estimuladas con LPS (p=0.029).

No se observaron diferencias en la secrecion de IL-6 en los cultivos de leucocitos
periféricos incluso después del estimulo con LPS. En contraste, los leucocitos
placentarios de pacientes sin trabajo de parto secretaron significativamente mas

IL-6 que los leucocitos periféricos al ser estimulados (p=0.015) (Figura 2).
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Adicionalmente, los leucocitos placentarios provenientes de mujeres con trabajo de
parto incrementaron significativamente su secrecién de IL-6 después del estimulo

con LPS (p=0.007).

En cuanto a la secrecion de IL-1RN, los leucocitos placentarios sin trabajo de parto
secretaron cantidades significativamente mayores de esta citocina que los
leucocitos periféricos, tanto en ausencia como en presencia del estimulo de LPS
(p=0.037 y 0.0001 respectivamente). No se observd incremento en la secrecién de
esta citocina en las células U937. Los leucocitos de sangre periférica tendieron a
incrementar su secrecion de IL-1RN solamente cuando provenian de mujeres con

trabajo de parto, aunque este incremento no fue significativo (Figura 2).

Finalmente, no observamos diferencias en la secrecion de MMP-9 total o de formas
activas entre los leucocitos periféricos y los placentarios, independientemente del
estimulo con LPS, cuando las células provenian de pacientes sin trabajo de parto
(Figura 3). Sin embargo, los leucocitos de ambos compartimientos secretaron
cantidades significativamente mayores de esta enzima cuando el trabajo de parto

estuvo presente.

Los leucocitos placentarios mostraron una tendencia a secretar menos MMP-9,
total y activa, al ser estimulados con LPS. Esto resultd en una secrecidn
estadisticamente diferente al compararla con aquella de los leucocitos periféricos
(p=0.006), los cuales mostraron una tendencia a incrementar su secrecion de la

enzima (Figura 3).
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Figura 2. Cuantificacion de citocinas después de la estimulacién con LPS.

Las lineas horizontales representan el valor de la mediana de concentracién con los
percentiles 25'/75' (cajas) y percentiles 5’/95" (lineas verticales). TP = trabajo de parto.
LPS = lipopolisacarido. Se realizaron 3 experimentos independientes por duplicado.

51



MMP-9 total

U937

8
4
+

U937

p=0.004
100 - | p=0.01 I|
p =0.029
= 1 I | =0.01
% 80 | p |
=0.029
% 60 - — '
g B
o 40 160
% 120 | =g
= 20 80
40
oL B == ;
TP - - + + - - + + LPS
LPS - + - + - + - +
LEUCOCITOS PERIFERICOS LEUCOCITOS PLACENTARIOS
MMP-9 activa
p = 0.006
: p=001 ! '
p =0.029
[ ]
—~ 60 ]
S
B
< : p=0.01 :
S 40 |
§ — b= 0.029
o 12
a
s 20
=
0 EE— EE— 0
TP - - + + - - + + LPS
LPS - + - + - + - +

LEUCOCITOS PERIFERICOS LEUCOCITOS PLACENTARIOS

Figura 3. Cuantificacion de MMP-9 total y activa después de la estimulaciéon con

LPS.

Las lineas horizontales representan el valor de la mediana de concentracién con los
percentiles 25'/75' (cajas) y percentiles 5’/95" (lineas verticales). TP = trabajo de parto.

LPS = lipopolisacarido. Se realizaron 3 experimentos independientes por duplicado.
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Los leucocitos placentarios aumentan su expresion de ITGAM durante el

trabajo de parto

Los resultados de expresion de I7TGAL e ITGAM por los leucocitos se muestran en

la Figura 5.

No se observaron diferencias en la expresion de I7GAL al comparar los leucocitos

periféricos con los placentarios, ya sea antes o durante el trabajo de parto.

Por otro lado, nuestros resultados mostraron que la expresion de I7TGAM fue
significativamente mayor en los leucocitos periféricos antes del trabajo de parto
comparada con los leucocitos placentarios (p=0.01). Sin embargo, esta diferencia
no se observd durante el trabajo de parto, debido a un incremento en la expresion
de ITGAM en los leucocitos placentarios que, aunque fue evidente, no alcanzd

significancia estadistica.
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DISCUSION

El ambiente inflamatorio que se genera en el entorno de las membranas fetales,
durante el trabajo de parto humano estda asociado con el reclutamiento e
infiltracion de leucocitos al término de la gestacion (Osman et a/. 2003, Thomson
et al. 1999). Estas células inmunes podrian provenir de la circulacion periférica
materna o de la circulacién local, atraidas por medio de un proceso quimiotactico

inducido por las propias membranas fetales (Gomez-Lopez et a/. 2009).

Una vez establecidos en el espacio coriodecidual, los leucocitos podrian modular la
sintesis de diversas moléculas responsables de los eventos locales que llevan al
trabajo de parto. En este sentido se ha observado que el plasma de sangre
placentaria contiene una mayor concentracion de citocinas proinflamatorias en
comparacion con la sangre periférica materna, e induce una mayor secrecién de
MMP-9, provocando la degradacion y pérdida de estructura de las fibras de
colagena que constituyen la matriz extracelular de las membranas fetales (Estrada-

Gutierrez et al. 2005, Vega Sanchez et al. 2004).

A partir de estas observaciones, en el presente trabajo nos dimos a la tarea de
caracterizar a los leucocitos presentes en la circulacién intrauterina, representados
por los leucocitos de sangre placentaria, como posibles mediadores del proceso

inflamatorio y colagenolitico local al término de la gestacion.
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El analisis de la composicidon celular de la sangre placentaria mostrd diferencias
con respecto a la sangre periférica materna, especialmente en cuanto a los

monocitos y los linfocitos T.

Observamos que al término de la gestacion los monocitos/macréfagos CD14* se
encuentran significativamente elevados en la circulacion placentaria, diferencia que
se acentla con la presencia del trabajo de parto. Este hallazgo sugiere tanto un
reclutamiento selectivo de células CD14" hacia el ambiente intrauterino al final de
la gestacion, como una posible participacién de monocitos/macréfagos en el
establecimiento del microambiente inflamatorio local o en la activacién de células

efectoras como los linfocitos T.

El porcentaje de linfocitos T es significativamente menor en la circulacién
placentaria que en la periférica antes del trabajo de parto, lo que podria sugerir
que dichas células abandonan la circulacién local para infiltrar la coriodecidua

como uno de los eventos iniciales en preparacion para el trabajo de parto.

Esta hipdtesis esta sustentada tanto por hallazgos previos de nuestro laboratorio
en donde se mostré que los linfocitos T son el tipo celular mas abundante del
infiltrado leucocitario en la coriodecidua (Gomez Lopez et al. 2008), asi como por
los hallazgos de Tilburgs y colaboradores, quienes mostraron que los linfocitos T,
particularmente las células T reguladoras CD4"CD25", son mas abundantes en la
coriodecidua que en la circulacion periférica y placentaria al término de la

gestacion (Tilburgs et al. 2006). Esta observacion también concuerda con el
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incremento de estas células en los tejidos gestacionales durante el trabajo de parto
que se ha reportado previamente (Moore et al. 2003, Osman et al. 2003, Thomson

et al. 1999).

Ademas de las diferencias observadas en la proporcion de subpoblaciones de
leucocitos, nuestros resultados mostraron importantes diferencias funcionales

entre los leucocitos de circulacion placentaria y periférica.

Durante el trabajo de parto, los leucocitos placentarios muestran un mayor perfil
inflamatorio que los leucocitos periféricos, caracterizado principalmente por un
incremento en la expresion de 718y una menor expresion de su inhibidor JLIRN.
Adicionalmente, cuando los leucocitos placentarios han sido expuestos a las
condiciones del trabajo de parto, responden con mayor avidez al estimulo externo

del LPS, mediante una mayor secrecion de TNF-a, IL-1B e IL-6.

Lo anterior sugiere que durante el trabajo de parto, y particularmente al infiltrar la
coriodecidua, los leucocitos placentarios serian mas susceptibles a cualquier
estimulo, ya sea inflamatorio o de otro tipo, que pudieran producir las células de
los tejidos locales. Ademas implicaria que en el caso de una infeccidn intrautering,
los leucocitos presentes en la circulacion placentaria serian mas adecuados para
responder a un estimulo infeccioso que los leucocitos periféricos, modulando
ademas el microambiente inflamatorio que se genera como resultado de la
exposicion de los tejidos locales a componentes bacterianos al secretar moléculas

antiinflamatorias como la IL-1RN (Zaga et al. 2004).
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También observamos que tanto la expresidon como la secrecion de MMP-9,
marcador de colagenolisis, eran significativamente mayores en los leucocitos de
pacientes con trabajo de parto, lo que demuestra que la induccion de la enzima
gue se observa en el miometrio, cérvix y membranas fetales como consecuencia
del trabajo de parto, afecta de igual manera a los leucocitos circulantes (Choi et al.

2007, Stygar et al. 2002, Vadillo-Ortega et al. 1995).

Un hallazgo inesperado fue que la cantidad de MMP-9 secretada por los leucocitos
es mucho mayor que lo que se habia observado en estudios previos de nuestro
laboratorio al analizar la enzima secretada por explantes de membranas
corioamnidticas (Garcia-Lopez et al. 2007, Zaga-Clavellina et a/. 2006). En el caso
de las membranas, la concentracion de enzima habia sido detectada en
concentraciones de picogramos, mientras que en el presente trabajo la secrecion

de MMP-9 por los leucocitos fue 10 veces mayor, es decir, en nanogramos.

Finalmente, el andlisis de la expresidon de las moléculas de adhesion LFA-1 y MAC-
1, ligandos de la ICAM-1 que expresan los tejidos gestacionales durante el trabajo
de parto, mostrd un claro incremento en la expresion del gen que codifica para
Mac-1 en los leucocitos placentarios. Este incremento ha sido reportado
anteriormente en los monocitos y granulocitos de sangre periférica materna al

término de la gestacion (Luppi et a/. 2004, Yuan et al. 2009).

Nuestros resultados sugieren que mientras los leucocitos de sangre periférica

materna podrian aumentar su expresion de Mac-1 como resultado del avance de la
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gestacion, los leucocitos que circulan en la placenta incrementan dicha expresion
exclusivamente como respuesta a sefiales asociadas con el trabajo de parto, lo que

les permitiria interactuar con las células locales que estuvieran expresando ICAM-1.

En conjunto nuestros resultados soportan la hipétesis de que al término de la
gestacion se reclutan subpoblaciones especificas de leucocitos a la interfase
materno-fetal, principalmente monocitos y linfocitos T, cuya permanencia en este
espacio esta mediada por la expresion local de moléculas de adhesion especificas.
El perfil de expresion y secrecion de citocinas proinflamatorias y MMPs que
muestran los leucocitos placentarios, asi como su capacidad de respuesta a
estimulos externos, les permitiria modular el microambiente inflamatorio vy
colagenolitico local que se genera en los tejidos gestacionales durante el trabajo

de parto.

Esto abre la posibilidad de que una interaccion molecular entre los leucocitos
infiltrantes y las células coriodeciduales pudiera resultar en la amplificacion de la
red de sefiales que promueven el trabajo de parto, contribuyendo ademas de

forma significativa a la degradacién y ruptura de las membranas fetales.
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CONCLUSIONES

En el presente estudio se demostré que una combinacidn especifica de
subpoblaciones de leucocitos esta presente en la interfase materno-fetal durante el

trabajo de parto humano.

Se demostré también que existen diferencias funcionales en los leucocitos
placentarios en comparacién con los leucocitos de sangre periférica materna al
término de la gestacion y particularmente durante el trabajo de parto,

caracterizadas por un patron de expresion y secrecion de citocinas especifico.

La permanencia de los leucocitos en la coriodecidua estaria siendo favorecida por
la expresidn de moléculas de adhesion celular complementarias a aquellas que

expresan las membranas fetales.

Los resultados del presente trabajo en conjunto con hallazgos previos de nuestro
laboratorio y de otros grupos, apoyan la hipétesis de que la inflamacion local que
se desarrolla en los tejidos gestacionales en asociacion con el trabajo de parto es
el resultado de una respuesta inmune coordinada por un grupo especifico de
leucocitos que son reclutados en la interfase materno-fetal al término de la

gestacion.
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PERSPECTIVAS

Los resultados del presente trabajo plantean diversas preguntas sobre el papel que
juegan los leucocitos durante el trabajo de parto humano, algunas de las cuales ya

se han empezado a explorar en nuestro laboratorio.

En primer lugar, se debera analizar cada una de las diferentes subpoblaciones de
leucocitos placentarios para identificar al tipo celular que pudiera estar expresando
y secretando la mayor cantidad de moléculas efectoras (citocinas, MMPs,

prostaglandinas, etc.), y de esta forma modulando el microambiente coriodecidual.

Otra pregunta derivada del presente trabajo se orienta a entender como es que los
leucocitos maternos adquieren caracteristicas funcionales distintas cuando dejan la
periferia y llegan al ambiente intrauterino, particularmente a la placenta. En este
sentido se esta desarrollando el proyecto “Caracterizacion del transcriptoma vy
proteoma de leucocitos placentarios durante el trabajo de parto” dentro del
Instituto Nacional de Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes para analizar los
genes y proteinas especificos que expresan estas células en respuesta a sefales

presentes en el microambiente placentario.

Una vez caracterizado con mayor detalle el perfil fenotipico y funcional de los
leucocitos placentarios y periféricos, resultara indispensable compararlos con los
leucocitos infiltrados en la coriodecidua, con el fin de establecer una cinética de

migracién y posible activacion de estas células en el ambiente intrauterino.
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Finalmente, la presencia de un mayor nimero de linfocitos T en el ambiente
intrauterino durante el trabajo de parto podria sugerir un cambio en la tolerancia
gue el sistema inmune materno mantiene a lo largo de la gestacion. Por ello, en
nuestro laboratorio se ha empezado a investigar la presencia de linfocitos
maternos especificos contra antigenos fetales y su posible activacion al término de

la gestacién y particularmente durante el trabajo de parto.
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Consenso

Fisiopatologia del nacimiento pretérmino

Rodrigo Vega Sanchez,* Felipe Vadillo Ortega*®

n el ser humano, el trabajo de parto normal a

término se define como aquel que ocurre entre

la semana 37 y la 40 de la gestacion, si se toma
como referencia la fecha de la tiltima menstruacion.!
Este hecho se caracteriza de manera terminal por tres
procesos: 1) la activacién del miometrio que lleva a
contracciones uterinas; 2) la maduracion cervical que
culmina con el borramiento y dilatacién del cuello
uterino y 3} la rotura de las membranas corioamnié-
ticas con salida de liquido amnidtico transvaginal.
En condiciones fisioldgicas estos eventos aparecen en
forma sincronizada en cualquier momento después
de la semana 37 de la gestacion, y dan paso al trabajo
de parto normal.

Sin embargo, en ocasiones alguno de estos mecanis-
mos puede activarse de forma aislada antes de que la
gestacion llegue a término. En estos casos pueden ma-
nifestarse distintos padecimientos obstétricos, como la
amenaza de parto pretérmino, la incompetencia cervical
o la rotura prematura de membranas, que explican el
sindrome del nacimiento pretérmino.

Aunque recientemente se incrementd el cono-
cimiento de los mecanismos fisiopatogénicos del
nacimiento pretérmino, no se sabe todavia si éste
consiste, en general, en la activacién temprana de los
mecanismos que conducen al trabajo de parto normal
a término. Existen algunas pruebas que indican que
aunque hay rutas que podrian ser propias del naci-
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miento pretérmino, las vias finales son las mismas en
ambas condiciones.

En este articulo se describen algunos de los me-
canismos celulares y moleculares gue mejor se han
caracterizado y que son concomitantes al padecimien-
to del nacimiento pretérmino.

ACTIVACION DEL MIOMETRIO

Durante el embarazo, el ttero experimenta cambios
bioquimicos y morfologicos que tienen como fin la
adaptacién del tejido muscular a las necesidades de la
gestacion y, finalmente, a su preparacién para el mo-
mento del parto. Estos cambios se dan como respuesta
de las células del miometrio a sefiales mecénicas y
endocrinas, que llevan a la activacién de distintas vias
de sefializacién intracelular, que inducen cambios
estructurales y de funcion en dichas células y en sus in-
teracciones con el tejido conectivo y con oiras células.

Los cambios en Ja morfologia, funcién y expresién
génica de las células miometriales a lo largo de la
gestacion, han llevado a proponer recientemente un
modelo conocido como “Modelo de programacion
del miometrio”,”> que distingue cuatro fases en el
fenotipo de estas células. En la primera fase, llamada
proliferativa, hay una elevada concentracion del factor
de crecimijento similar a insulina (IGF) y de las protei-
nas de unién a IGF (IGFBP), asi como de la molécula
antiapoptética Bel-2. La segunda fase, de sintesis, se
asocia con el incremento en las concentraciones de
progesterona, asi como de la distension miometrial. Se
caracteriza por hipertrofia de las células y elaboracién
de proteinas de matriz exiracelular (MEC). En conse-
cuencia, hay cambios en la interaccion de las células
con la matriz extracelular debido a la remodelacién
de las adhesiones focales. El paso de la primera a la
segunda fase parece darse por la activacion parcial de
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las vias intracelulares que llevan a la muerte celular
programada (apoptosis), en respuesta al estiramiento
mecénico del tejido y a la hipoxia. La tercera fase es
la contractil, donde hay un cambio drastico en la sin-
tesis de matriz extracelular, y se favorece la sintesis
de componentes de la membrana basal, especifica-
mente la laminina y la coldgena tipo IV. Asimismo,
aumenta la concentracién de proteinas directamente
involucradas en la contractilidad del misculo, como
la y-actina y la tropomiosina. La tiltima fase es la del
parto, donde el fenotipo de las células miometriales
y su produccién de moléculas efectoras se encargan
de iniciar las contracciones y favorecer la expulsién
del feto. En esta fase se activan dos principales vias
de transduccién de sefiales: la via del complejo pro-
teico activador 1 (AP-1) y la via de las cinasas de
proteinas activadas por mitégenos (MAPK), cuyos
productos finales son factores de transcripcién que
activan diversos genes cuya concentraciéon aumenta
significativamente poco antes de iniciar el trabajo de
parto, y que estan directamente relacionados con la
aparicion de las contracciones uterinas.

Entre estos genes se encuentran los receptores de
estrogenos, de cortisol, de oxitocina,® de la hormona
liberadora de corticotropina (CRH) y de su receptor,*
los receptores de prostaglandina E2 y F20** y de la
conexina 43 que estabiliza las adhesiones focales de
las células miometriales con la matriz extracelular,”
entre otros efectos.

Estos cambios se relacionan con distintas capacida-
des funcionales que manifiesta el miometrio durante
la gestacién. La etapa mas larga de este proceso es
la fase de quiescencia, caracterizada por poca o nula
actividad contractil del miometrio, que involucra a
las primeras dos etapas y que se alarga hasta el tercer
trimestre de la gestacion.

La progesterona es el mediador mds importante en
el mantenimiento de esta etapa funcional; y en muchos
animales, no en el humano, la caida abrupta de la con-
centracién de esta hormona esteroide antecede al inicio
de la actividad uterina que acompafia al parto.

La siguiente etapa, que se inicia de manera varia-
ble y erratica en el tercer trimestre de la gestacién,
corresponde a la fase de maduracién del miometrio,
que incluye todos los cambios mencionados en la
fase tres y que de manera progresiva prepara al mio-

metrio para el momento del trabajo de parto. Esta
etapa es controlada por la concentracién progresiva
de cantidades crecientes de hormona liberadora de
corticotropinas.

La tdltima etapa funcional es la manifestacién de
todas las capacidades contractiles del miometrio
durante el trabajo de parto, bajo el influjo de los
compuestos uteroténicos, como la oxitocina y las
prostaglandinas.

Hace poco se propuso que el feto podria contribuir
de manera importante en la regulacion de los cambios
que sufre el miometrio a lo largo de la gestacién. Al
parecer, las sefiales primarias (estrégeno, cortisol) que
activan al miometrio en la fase del parto, se deben al
aumento en la actividad del eje hipotalamo-hipéfisis-
suprarrenal del feto. Se ha demostrado que el aumento
en la produccién de cortisol, que depende mayorita-
riamente del feto a lo largo de la gestacién, regula la
concentracién placentaria de la enzima sintetasa de
prostaglandina H tipo 2 (PGHS2), en forma depen-
diente del estrégeno." La enzima PGHS2 participa
en la sintesis de prostaglandinas, lo que aumenta las
concentraciones de prostaglandina E2 (PGE2), cuya
potente accién uteroténica favorece las contracciones
del miometrio, caracteristicas del trabajo de parto.

El hallazgo de la participacién del feto en la induc-
cion de las fases finales de la activacion del miometrio
contribuy® a explicar la induccién del trabajo de parto
pretérmino. Asi, se puede entender que la existencia
de elementos que provocan la alarma en el feto, con
liberacién de hormona liberadora de corticotropinas y
el consecuente aumento en la concentracién circulante
de cortisol, que pasara al microambiente uterino, indu-
cirdn la actividad del tejido muscular. Una condicién
como esta puede ser provocada, por ejemplo, por
una infeccion intrauterina que estimula a las células
fetales que median la respuesta inmunolégica innata
a liberar mediadores inflamatorios, que al actuar sobre
el sistema nervioso fetal liberara hormona liberadora
de corticotropinas.

MADURACION CERVICAL
A lo largo de la gestacién, el cuello uterino se man-

tiene formado y constituye una barrera mecédnica y
funcional que aisla el ambiente intrauterino. Pero hacia
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el final del embarazo ocurren una serie de cambios
bioquimicos y morfolégicos que lo predisponen para
el momento del trabajo de parto, como la longitud del
canal y del orificio cervical.l? Los cambios bioquimi-
cos que experimenta el cuello uterino al acercarse el
parto, consisten en: modificacién de la organizacion
e integridad de las fibras de colagena, y alteracion en
las concentraciones de agua, proteoglicanos y acido
hialurénico. Todos los cambios estdn asociados con el
aumento de mediadores inflamatorios, como la inter-
leucina-1 beta (IL-1) y el factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a), que provocan incremento en la sintesis
de quimiocinas, prostaglandinas y metaloproteasas de
matriz extracelular (MMPs), una familia de proteasas
que degrada selectivamente componentes de la matriz
extracelular y que juega un papel central en la remo-
delaci6n del tejido conectivo del cuello uterino.

Esta demostrado que durante el trabajo de parto
aumentan las concentraciones cervicales de IL-1p,
TNF-a e IL-6, asi como de IL-8, citocina que induce
quimiotaxis de neutréfilos. Al parecer, las principales
responsables del incremento en la sintesis de citocinas
y de las metaloproteasas de matriz extracelular no son
las células locales del tejido cervical, sino los leucocitos
que durante el trabajo de parto invaden este tejido al
ser atraidos por quimiotaxis."

El mantenimiento de la morfologia del cuello ute-
rino podria relacionarse con la expresién diferencial
del factor de transcripcién relacionado con la microf-
talmia (MITF) en las células del estroma cervical. En
un modelo experimental de ratén se observé que
la concentracién de una de las isoformas del factor
de transcripcién relacionado con la microftalmia
(MITF-CX) disminuye significativamente durante
la maduracién cervical, para recuperar sus concen-
traciones normales 24 horas después del parto. Esto
sugiere que la actividad transcripcional del factor de
transcripcién asociado a microftalmia tiene un papel
importante en el mantenimiento fisiolégico de la inte-
gridad del cuello uterino, asi como en la maduracién
cervical durante el trabajo de parto."

Las prostaglandinas son otro mediador conocido
de los cambios cervicales, que ejercen una accién
proinflamatoria y actian de forma sinérgica con cito-
cinas, como la IL-8. La accién de las prostaglandinas
puede deberse a su efecto vasodilatador, que altera la

permeabilidad de los vasos sanguineos y aumenta el
flujo sanguineo local.”®

Se ha propuesto que el mediador final de los me-
canismos que llevan a la dilatacién y borramiento
cervical es el 6xido nitrico (NO), que es producido por
cualquiera de las tres isoformas de la enzima sintetasa
de 6xido nitrico (NOS) a partir del aminoacido L-ar-
ginina y oxigeno. Las isoformas endotelial (eNOS) y
neuronal (nNOS) son constitutivas y dependientes de
calcio, mientras que la tercera, iINOS, es independiente
de calcio e inducible por varias citocinas. Las tres iso-
formas de sintetasa de 6xido nitrico se han encontrado
en el tejido cervical, pero durante el trabajo de parto la
isoforma endotelial aumenta mucho. En las pacientes
que tienen parto pretérmino, la concentraciéon de los
tres isdbmeros de sintetasa de 6xido nitrico es signifi-
cativamente mayor que en los tejidos de las pacientes
en trabajo de parto a término.'

En pacientes con amenaza de parto pretérmino
existe mayor actividad del éxido nitrico en el cuello
uterino. Ademas, la aplicacién local de agentes do-
nadores de 6xido nitrico se ha usado para inducir
cambios morfolégicos similares a los que ocurren
durante la maduracién cervical.”

Estas pruebas experimentales, junto con los hallaz-
gos que demuestran un aumento en la peroxidacién
de lipidos y en las concentraciones de antioxidantes,'®
han llevado a proponer que un ambiente de estrés
oxidativo que incluye la interaccion entre citocinas,
prostaglandinas y éxido nitrico, es el responsable de
las rutas bioquimicas que llevan al borramiento y di-
latacién del cuello uterino en el parto pretérmino.

ROTURA PREMATURA DE MEMBRANAS (RPM)

Las membranas corioamnidticas humanas son el te-
jido extraplacentario que delimita el ambiente fetal y
lo separa del ttero materno. Estén formadas por dos
capas adyacentes, el corion y el amnios, constituidas a
su vez por un epitelio celular y una gran cantidad de
tejido conectivo que constituye la matriz extracelular
y del cual la colagena es el principal componente.”
La compleja estructura tridimensional de fibras de
coldgena es la que provee la fuerza tensil a las mem-
branas, y les confiere la resistencia mecénica que
protege al feto.
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Alo largo de la gestacidn, la estructura tridimen-
sional de las membranas se mantiene debido a un
cambio constante de su tejido conectivo a través del
equilibrio en la sintesis y degradacién de coldgena.
Cuando este equilibrio se pierde, por la disminucién
en lasintesis de coldgena o por mayor actividad cola-
genolitica, ocurre la rotura de las membranas, ya sea
en condiciones de trabajo de parto normal o cuando
hay rotura prematura de membranas.

Las pacientes con rotura prematura de membranas
tuvieron mayor tasa de sintesis de coldgena en etapas
tempranas de la gestacién.” Se encontrd que una
deficiencia marginal en la concentracién y biodispo-
nibilidad del acido ascérbico (vitamina C), cofactor
en la sintesis de coldgena, estd asociada tanto con la
aparici6n de rotura prematura de membranas” como
con el aumento en la cantidad y actividad de mataio-
proteasas de matriz extracelular.? Lo anterior sugiere
que las alteraciones en el equilibrio normal de sintesis
y degradacién pueden llevar a la rotura prematura de
membranas. ‘

Diversas pruebas experimentales indican que la de-
gradacién de la colagena que compone las membranas
puede ser el evento central en el fenémeno de rotura
fisiolégica o patolégica. Esta degradacidén estd con-
trolada por distintas MMP y sus inhibidores tisulares
(TIMPs). Elincremento en la expresion y activacion de
la MMP-9, una gelatinasa que degrada colagena tipo
1V, asi como la disminucidn en la concentracién de su
inhibidor especifico, el TIMP-1, son concomitantes con
la rotura de las membranas en el trabajo de parto y en
la rotura prematura de membranas.**?

La concentracién del gene de la MMP-9 puede ser
inducida por varios factores de crecimiento y citoci-
nas proinflamatorias, especialmente IL-18 y TNF-c.,
a través de las vias de transduccién del factor nuclear
kB (NF-xB) y de AP-1.7* Todos los tipos celulares
de membranas coricamnioticas (trofoblastos, fibro-
blastos, células epiteliales) son capaces de producir
MMP-9, la induccion de esta enzima se da a través
de un sistema autocrino y paracrino dependiente de
la concentracion de dichas citocinas.?

Existen polimorfismos de los genes de IL-1f y
de TNF-o que condicionan la secrecién exagerada
de las correspondientes citocinas ante un estimulo
infeccioso. Se ha propuesto que la manifestacion

de estos polimorfismos en los tejidos gestacionales
podria predisponer a las pacientes a que el circuito
que involucra a las citocinas proinflamatorias y a las
diferentes MMP-9 se manifieste de manera més grave
y, con ello, activar de manera anormal algunos de los
mecanismos del trabajo de parto, con lo que se incre-
menta el riesgo de rotura prematura de membranas,
parto pretérmino, o ambas.*

La infeccién de los tejidos gestacionales es el prin-
cipal factor vinculado al parto pretérmino.*!

En casos con infeccién y en aquellos con trabajo de
parto normal la concentracion de quimiocinas aumen-
ta en el amnios® y la coriodecidua,®* asi como la de
moléculas de adhesion celular (CAMs) en la placenta,®
en las membranas® y en los leucocitos circulantes.*” En
este contexto, recientemente se demostré que los pro-
ductos solubles de membranas a término con trabajo
de parto y membranas pretérmino, son capaces de
inducir quimiotaxis de leucocitos de sangre placenta-
ria, especificamente de linfocitos T.*® Estas células son
capaces de inducir la degradacién del tejido conectivo
de las membranas a través de mayor secrecién de IL-16,
TNF-a. y MMP-9.%

Estos hallazgos permiten proponer que en el trabajo
de parto normal y en el parto pretérmino, las mem-
branas corioamniéticas absorben leucocitos al entorno
de la coriodecidua, y que estas células inmunitarias
son las que modulan el proceso de degradacién del
tejido conectivo de las membranas y su consecuente
rotura.

CONCLUSION

A pesar de los avances en la investigacion de los
procesos involucrados en el trabajo de parto, atin se
desconocen las condiciones fisiolégicas y patolégicas
que desencadenan este proceso. Sin embargo, las
pruebas experimentales sugieren que el trabajo de
parto a término o pretérmino es un proceso de tipo in-
flamatorio que comienza probablemente en respuesta
a sefiales derivadas del feto y que lleva a la activacién
del miometrio, el borramiento del cuello uterino y la
rotura de las membranas corioamniéticas.

Como respuesta a estas sefiales, las células de
los distintos tejidos locales producen cantidades
limitadas de citocinas proinflamatorias, suficientes
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para inducir la sintesis de quimiocinas y molécu-
las de adhesién celular con el fin de permitir la
infiltracién y permanencia de leucocitos en di-
chos tejidos. Una vez establecidos, los leucocitos
secretan mayor concentracion de citocinas proin-
flamatorias, lo'que produce moléculas efectoras,
como prostaglandinas y metaloproteasas de matriz
extracelular. La actividad de estos mediadores ac-
tivara las contracciones uterinas, la remodelacion
y borramiento cervical y la degradacién y rotura
de las membranas corioamnidticas, caracteristicas
del trabajo de parto.
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Abstract

Rupture of the fetal membranes during human labor is associated with an inflammatory process localized to the maternal-fetal
interface. There is evidence that specific leukocyles subsets are attracted to the choriodecidua, and that after homing they condition
a local inflammatory microenvironment, possibly being directly involved in rupture of the membranes. In this study our aim was to
compare the phenotypes and function of leukocytes located in the placental intervillous blood with peripheral Jeukocytes obtained
before or afier labor, including expression ol modulators of inflammation in these cells. Flow cytometry revealed that the proportion
of CD14* cells is increased in intervillous blood, suggesting the participation of monocytes/macrophages during labor. Real time
gRT-PCR showed that at term gestation and particularly during labor, placental blood leukocytes adopt a different expression pattern
of pro-inflammatory cytokines than lcukocytes in peripheral blood, including IL-18 and IL-1RA. During labor, both placental and
peripheral leukocytes increase their secretion of matrix metalloproteinase-9. Moreover, we showed that placental leukocytes respond
differently than peripheral leukocytes to bacterial lipopolysaccharide, secreting differential amounts of TNF-«, IL-18 and IL-6.
Finally, a preliminary proteomic characterization of placental leukocytes revealed a significantly higher number of individual proteins
than in peripheral leukocytes. Our results support the existence of selective subsets of leukocytes recruited to the maternal—fetal
interface that may participate in the triggering of parturition.
© 2009 Published by Elsevier Ireland Ltd.
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1. Introduction

Preterm labor is a major public health problem affect-
ing nearly 10% of pregnancies worldwide. At least 40%
of preterm births occur because of premature rupture
of the fetal membranes (PROM), an obstetric pathology
characterized by the rupture of the membranes in the
absence of labor.

Available evidence supports the hypothesis that rup-
ture of the fetal membranes under normal or pathological
conditions is associated to the activation of a signaling
network in the amnion and choriodecidua. One of the
consequences of the activation of this pathway is exten-
sive degradation of connective tissue, which is the major
structural component of these tissues and responsible
for its tensile strength (Parry and Strauss, 1998). Degra-
dation of extracellular matrix is linked to upregulation
of several matrix metalloproteinases (MMP) including
MMP-9, MMP-3, MMP-8 and MMP-1, as well as down-
regulation of their specific tissue inhibitors (TIMP-1 and
2) (Vadillo-Ortega et al., 1996).

The local mechanisms that lead to induction of MMP
expression and rupture of the membranes remain largely
unknown. However, cytokines such as tumor necrosis
factor alpha (TNF-a) and interleukin-1 (IL-18) can
regulate fetal membrane production of MMP-9 and other
MMPs by paracrine or autocrine mechanisms (Estrada
Gutierrezetal., 2002; Arechavaleta-Velascoetal., 2002).
The expression and secretion of this molecular network
depends on activation of an inflammation-like process
linked to the onset of labor (Osman et al., 2003; Thomson
et al.,, 1999; Winkler et al., 1999),

Many cells in the amnion and choriodecidua, includ-
ing amniotic epithelial cells, trophoblasts in the chorion
and decidual cells can contribute to secretion of: pro-
inflammatory cytokines and MMPs (Menon et al., 1995;
Keelan et al., 1999; Vadillo-Ortega et al., 1995).

Analyses of the cellular origin of TNF-a, IL-18
and MMP-9 in gestational tissues have shown that
infiltrating leukocytes may contribute to secretion of
these proteins (Mitchell et al., 1993; Peltier, 2003).
Neutrophils, macrophages and T lymphocytes invade
the placenta, myometrium, cervix and fetal membranes
at the end of pregnancy, coincidently with the local
increase of TNF-a, IL-1B and MMP-9 (Bulmer and
Sunderland, 1984; Bokstrom- et al., 1997; Young et
al., 2002). Previous work from our laboratory supports
the notion that amnion and choriodecidua-infiltrating
leukocytes may arrive from the local circulation
through a chemotactic process cootdinated by the fetal
membranes upon activation of labor (Gomez-Lopez et
al., 2009). Our hypothesis is that at the onset of labor,

a microenvironment is elicited in the choriodecidua
by the selective arrival of specific subpopulations of
leukocytes. In this study we seek evidence that during
human labor, leukocytes circulating in the intrauterine
microenvironment are enriched in subpopulations with
a specific proinflammatory phenotype that is different
from leukocytes circulating in the peripheral blood.

2. Materials and methods
2.1. Patients and biological samples

This project was approved by the Internal Review
Board of the Instituto Nacional de Perinatologia Isidro
Espinosa de los Reyes in Mexico City (Register 212250-
02151).-Maternial peripheral blood and placental blood
were obtained from women at term gestation (37-40
weeks) undergoing indicated cesarean section in the
absence of any clinical evidence of labor. Similarly,
samples also were obtained from women matched for
gestational age who presented in normal spontaneous
active labor and had a vaginal delivery within 8 h. Par-
ticipating women gave their informed consent and did
not show clinical signs of infection or other pregnancy
related pathologies.

Maternal peripheral blood was obtained by venipunc-
ture in the forearm during cesarean sections or
immediately after delivery for the spontaneous labor
group. Within the first 30 min after the placenta was
delivered, placental blood was drained out by gravity
to a sterile container and recovered with sterile trans-
fer pipettes. All blood samples were collected in sterile
10 mL tubes with sodium heparin as anticoagulant and
processed within the first hour of collection.

We aimed to characterize the placental leukocytes
both phenotypically and functionally. Therefore, the
first step was to analyze their immunophenotype using
flow cytometry. Then their functional properties were
tested by quantifying the expression of pro-inflammatory
cytokines and MMP-9. In addition, analyzing the secre-
tion of those same markers under LPS stimulation tested
their in vitro response to an external stimulus. Finally,
to further analyze possible differences between pla-
cental and peripheral leukocytes, an initial proteomic
characterization was performed using bidimensional
electrophoresis.

2.2. Flow cytometry for leukocyte subpopulations

In order to characterize the distinct subpopula-
tions of maternal or placental mononuclear leukocytes,
blood samples from women before (n=10) and after
labor (n=10) were labeled with the following mon-
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Fig. 1. Representative plot and histograms showing the gating strategy and parameters used for the flow cytometry analyses.

oclonal antibodies to perform 4-color or 2-color
staining: CD4-FITC (CD4 T lymphocytes), CD14-
ECD (monocytes/macrophages), CD8-PC5 (CD8 T
lymphocytes), CD3-PC7 (Total T lymphocytes); CD19-
FITC (B lymphocytes), CD56-PE (NK lymphocytes)
(all Immunotech, Marseille, France). The appropriate
unstained controls were used for each sample and stain-
ing reaction.

Each combination of antibodies was added to 100 p.L
of total blood in the concentration recommended by the
manufacturer and incubated in the dark for 15 min. Ery-
throcytes were lysed and leukocytes fixed using 500 wL
of OptiLyse (Beckman Coulter, Marseille, France) and
then washed with sterile 1X PBS.

Cells were analyzed in a FC500 flow: cytometer
(Beckman Coulter, Miami, FL, USA). CD3*, CD19%,
and CD56%cells were counted within the mononuclear
gate region, while CD4* and CD8* cells were ana-
lyzed within the CD3* region. In addition, CD14" cells
were analyzed without any gate region. Fifty thousand
events per sample were analyzed with a minimum of
10,000 events within the lymphocyte region. Represen-
tative plots showing the gating strategy and parameters
used for the analyses are provided in Fig. 1. Since no cell
count data of the patients were available, only relative
percentages are presented.

2.3. Total RNA isolation and cDNA synthesis

For total RNA isolation, leukocytes were isolated
from whole blood samples by centrifugation at 200 x g

for 15 min, followed by erythrocyte lysis with ammo-
nium chloride buffer (NH4Cl 155 mM, KHCO3 10 mM,
EDTA 0.1 mM). Isolated leukocytes were placed in
RNAlater (Ambion, Austin, TX, USA) in order to pre-
serve RNA and stored at —70 °C until further processing.

Trizol Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) was
used to isolate total RNA from leukocytes, follow-
ing the manufacturer’s protocol. Complementary DNA
(cDNA) was synthesized with the Transcriptor First
Strand ¢cDNA Synthesis Kit (Roche Applied Science,
Mannheim, Germany), using random hexamer primers.
Reverse transcription reaction was carried out in a Mas-
tercycler Gradient equipment (Eppendorf, Hamburg,
Germany) at 25 °C, 10 min/55 °C, 30 min/85 °C, 5 min.
cDNA was stored at —20 °C until used.

2.4. Real-time PCR for TNFA, IL-18, IL-6, IL-1RN
and MMP-9

Quantitative real-time PCR was performed in a Light
Cycler 480 instrument using Probes Master kit and Tag-
Man Probes (hydrolysis probes labeled with fluorescein)
following the manufacturer’s protocol (Roche Applied
Science, Mannheim, Germany). Specific primers for
mRNA sequences of TNFA (forward 5'-CAGCCTC-
TTCTCCTTCCTGAT-3; reverse 5'-GCCAGAGGGC-
TGATTAGAGA-3"), ILIB (forward 5-CTGTCCTG-
CGTGTTGAAAGA-3'; reverse 5'-TTGGGTAATTTT-
TGGGATCTACA-3"), IL6 (forward 5-GATGAGTAC-
AAAAGTCCTGATCCA-3'; reverse 5'-CTGCAGCCA-
CTGGTTCTGT-3'), IL-1 receptor antagonist (IL/RA)
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(forward 5'-TGCCTGTCCTGTGTCAAGTC-3'; rev-
erse  5-TCTCGCTCAGGTCAGTGATG-3)  and
MMP9 (forward 5'-GAACCAATCTCACCGACAGG-
3/: reverse 5'-GCCACCCGAGTGTAACCATA-3) were
designed using the ProbeFinder software accessible at
www.universalprobelibrary.com. TagMan probes #29,
78, 40, 16, 72 and 06 were used, respectively. The
actin-B gene (ACTB) (forward 5'-ATTGGCAATGA-
GCGGTTC-3; reverse 5-GGATGCCACAGGACT-
CCAT-3’; probe #11) was used as reference for normal-
izing purposes. All primers were designed to have intron
spanning sequences, to avoid false positive signals from
possible residual genomic DNA.

Fourteen samples from patients without labor, and
nine samples from patients with labor were included.
Fifteen nanograms of sample cDNA were added to each
reaction. Real-time PCR conditions were as follows:
one cycle at 95°C, 5 min; 45-65 cycles of denatura-
tion (95 °C, 105s), annealing (60 °C, 20 s) and extension
(72°C, is).

Relative quantification of TNFA, ILIB, IL6, ILIRA
and MMP9 mRNA was calculated with the Light
Cycler 480 SW 1.5 software (Roche Applied Science,
Mannheim, Germany).

2.5. Cell culture and stimulation with
lipopolysaccharide

Leukocytes from placental blood as well as
maternal blood samples were isolated with Polymor-
phoprep (Axis-Shield, Oslo, Norway) following the
manufacturer’s protocol; both the mononuclear and
polymorphonuclear bands were recovered. Remaining
erythrocytes were lysed with ammonium chloride buffer
and leukocytes were finally washed with sterite 1x PBS.
Before culture, we made certain that cell viability was
over 90% by staining with trypan blue.

Additionally, in order to control the placental and
peripheral leukocytes response to lipopolysaccharide
(LPS), we included experiments using the macrophage-
like cell line U937 (ATCC, Manassas, VA, USA).
This cell line was used as a positive control for LPS
stimulation because of its known capacity to express
pro-inflammatory cytokines and: MMP-9, as well as to
increase such expression in’response to LPS (Lopez-
Bojorquez et al., 2004; Tachado et al., 2005).

Leukocytes and U937 cells (1 x 109 cells) were
placed in 12-well plates in 1'mL of Dulbecco Mod-
ified Eagle Medium (DMEM; Gibco BRL, Grand
Island, NY, USA) supplemented with 0.2% lactoal-
bumin hydrolysate, 1% sodium pyruvate and 1%

antibiotic-antimycotic (DMEM + LAH; Gibco BRL).
Cells were stimulated with 1 ug/mL of LPS from E.
coli 055:B5 (Sigma Chemical, St. Louis, MO, USA)
and incubated for 24 h at 37 °C with 5% CO;. The LPS
amount to be used was determined after analyzing the
maximum cytokine secretion by leukocytes and U937
cells when treated with increasing amounts of the stim-
ulus (data not shown). At the end of the culture period
the culture media were recovered and stored at —20°C
until used.

2.6. Quantification of cvtokines

To characterize the cytokine profile secreted by leuko-
cytes, we quantified the pro-inflammatory cytokines
TNF-¢, IL-1P and IL-6, as well as IL-1RA after 24 h
in culture, TNF-a was quantified in the culture super-
natants using the TNF-o Human Biotrak Easy ELISA
(GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA) following the
manufacturer’s protocol. To quantify secreted IL-1§
a sandwich-type ELISA developed in our laboratory
was used as described elsewhere (Arechavaleta-Velasco
et al;, 2002). All of the supplies used in this ELISA
were purchased from R&D Systems (Minneapolis, MN,
USA). Both intra- and interassay coefficients of variation
were less than 5%. A rigorous quality-control program,
including external and internal standards is followed in
our laboratory. Quantification of IL-6 and 1L-1RA was
made using DuoSet ELISA Development System kits
(R&D Systems) following the manufacturer’s instruc-
tions.

2.7. Quantification of the latent and active forms of
MMP-9

MMP-9 was measured using the Matrix
Metalloproteinase-9 Biotrak Activity Assay Sys-
tem (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA) to
quantify both the total amount and the active forms of
MMP-9 in the culture media.

2.8. Bidimensional proteomic profile
characterization

To further analyze possible differences between pla-
cental and peripheral leukocytes, an initial proteomic
characterization was performed using bidimensional
electrophoresis. Brielly, peripheral and placental blood
leukocytes isolated from four women who presented
spontaneous labor were completely lysed by being
placed in hypotonic buffer (20mM Tris-HC! pH 7.5,
ImM EGTA, 1mM MgClp) containing a protease
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Table 1
Percentages of mononuclear leukocyte subpopulations in maternal peripheral blood and placental blood.
Subpopulation Maternal blood
No labor n=10
Total T lymphocytes (CD3%) 432 (13.6-80.0)
CD4* T lymphocytes 30.7 (6.6-63.0)
CD8* T lymphocytes 23.9 (11.0-62.0)
Monocytes/macrophages (CD14%) 3.0 (2.0-6.7)
NK cells (CD56") 12.3 (3.2-28.8)
B lymphocytes (CD19%) 3.6 (0.1-10.8)
Labor n=10
Total T lymphocytes (CD3") 39.5 (11.3=75.1)
CD4* T lymphocytes 40.1 (12.8-76.8)
CD8* T lymphocytes 38.3 (16.5-53.2)
Monocytes/macrophages (CD14%) 4.4 (0.2-10.9)
NK cells (CD56%) 18.8 (6.9-51.3)
B lymphocytes (CD19%) 6.4 (2.1-17.7)
Differences between no-labor and labor groups (p values)
Total T lymphocytes (CD3") 0.512
CD4* T lymphocytes 0.705
CD8* T lymphocytes 0.223
Monocytes/macrophages (CD14%) 0.132
NK cells (CD56%) 0.426
B lymphocytes (CD19%) 0.114

Placental blood p value
n=10

29.2 (8.4-58.8) 0.047
31.5 (5.0-73.0) 0.847
24.0 (7.5-61.6) 0.748
5.2 (3.0-17.5) 0.003
7.4 (0.7-20.9) 0.300
4.9 (0.3-13.9) ~0.898
n=10

29.4 (10.1-52.0) 0.165
28.5 (3.0-71.3) 0.353
23.4 (10.1-63.0) 0.631
10.8 (0.75-15.3) 0.023
13.5 (7.8-25.1) 0.529
5.7(0.1-134) 0.684
0.973

0.654

0918

0.282

0.223

0.282

Median values (minimum — maximum) are reported.

inhibitor cocktail (Complete, Roche Applied Sciences,
Mannheim, Germany) (100 L of buffer for each
13 x 108 cells), frozen and thawed three times (at
—70°C and 60°C, respectively). After sodium chlo-
ride was added to a final concentration of 150 mM to
restore tonicity, 1% NP40 and 1% Triton X-100 were
added to solubilize any lipid-bound proteins. Samples
were then clarified by centrifugation at 14,000 x g for
30 min at 4 °C, and the protein concentration were quan-
tified in the supernatants using 2D Quant Kit (Amersham
Biosciences, Piscataway, NJ, USA).

Placental and peripheral samples were respectively
pooled to a final concentration of 20 ug of total pro-
tein (5 pg from each sample) in 250w of rehydration
solution (8M urea, 2% CHAPS, 0.5% IPG buffer,
0.002% bromophenol blue, 0.7 mg DTT), which were
then loaded into a 7cm 3~10NL Immobiline DryS-
trip (Amersham Biosciences) and incubaied overnight
at room temperature.

Isoelectric focusing was then. performed on both
samples simultaneously in an Ethan IPGphor instru-
ment following the manufacturer’s protocol. Strips were
stored at —70 °C until further processed. SDS-PAGE was
performed using 10% polyacrylamide gels, which were
then f{luorescently stained with SyproRuby (Molecular
Probes, Eugene, OR, USA) according to manufacturer’s
instructions, and viewed in an imaging system {Typhoon,

Amersham Biosciences). Gel images were analyzed
using Image Master Platinum 6.0 software.

To assure reproducibility, samples were processed in
three independent strips and gels, which were processed
simultaneously. Intra-class reproducibility was >90% as
measured by total number of detected spots as well as
spot area (data not shown).

2.9, Statistical analyses

All statistical analyses were carried out using SPSS
17.0 for Windows. Since most of the variables did not
have a normal distribution, non-parametrical tests were
applied unless indicated. The Mann—Whitney test was
used to compare independent samples (with and without
labor), while Wilcoxon Signed Ranks test was used for
paired analyses (maternal with placental samples, and
samples before and after stimulation). Differences with
ap<0.05 were considered significant.

3. Results

3.1. Phenotvpic profile of the placental blood
leukocytes

The flow cytometry analysis of the leukocyte sub-
populations revealed that at term gestation before labor,
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percentages of CD3" T lymphocytes were signifi-
cantly lower in placental circulation while CD14* cells
were significantly higher compared to peripheral blood
(Table 1). However, once labor has started, this differ-
ence is only maintained in CD14* cells. No differences
were found in leukocyte subpopulations within periph-
eral or placental blood when comparing samples before
and after labor.

3.2. Expression of cytokines mRNA and MMP-9 by
placental and peripheral leukocytes

No differences were found in TNFA expression
between peripheral and placental leukocytes before and
during labor (Fig. 2). In the absence of labor, periph-
eral leukocytes expressed significantly more ILIB mRNA
than placental leukocytes (p=0.046). However, pla-
cental leukocytes significantly increased expression of
ILIB in association with labor (p=0.011) (Fig. 2).
Both peripheral and placental leukocytes showed highly
increased expression of /L6 mRNA in association with
labor (p=0.039 and 0.002), but this did not account
for differences between compartments (Fig. 2). The
expression of ILIRA mRNA was higher in peripheral
leukocytes than in placental leukocytes, in the absence of
labor (p =0.007). However, placental leukocytes signifi-
cantly increased expression of ILIRA in association with
labor (p=0.039) (Fig. 2). Finally, both peripheral and
placental leukocytes showed highly increased expres-
sion of MM P9 mRNA in association with labor. However
only peripheral leukocytes significantly increased their
expression during labor (p=0.033). We did not account
for differences between compartments (Fig. 2).

3.3. LPS-induced cytokine secretion

After 24 h in culture, both peripheral and placental
blood leukocytes from women at term of gestation with-
out labor produced similar amounts of TNF-«, which did
not increase with LPS stimulus (Fig. 3). However, pla-
cental blood leukocytes obtained from patients in labor
increased secretion of this cytokine after LPS stimu-
lus several times above the basal secretion and higher
than reference cells (U937 cells). Interestingly, the basal
secretion of this cytokine by both peripheral and placen-
tal blood leukocytes was significantly lower when cells
came from patients with active labor than with cells from
women at term but without labor.

There was no difference in the secretion of IL-183 by
placental or peripheral leukocytes either from patients
with or without labor. Only placental blood leukocytes
with labor showed a tendency to increase secretion of

this cytokine after LPS stimulus, although did not reach
statistical significance. This resembled the observation
in U937 cells, which secreted significantly more IL-18
after LPS stimulus.

Secretion of IL-6 was not modified in cultures of
peripheral leukocytes, even after LPS stimulus. In con-
trast, placental blood leukocytes without labor secreted
significantly more IL-6 after being stimulated than
peripheral cells, consistently to the increase in secre-
tion by U937 cells. Moreover, placental blood leukocytes
from patients with labor increased significantly their
secretion of this cytokine when the LPS stimulus was
present.

Regarding the secretion of IL-1RA, placental blood
leukocytes from;patients without labor secreted signifi-
cantly more of this cytokine than peripheral leukocytes,
both in the absence or presence of LPS stimulus. No
increase was observed in U937 cells in the presence of
the stimulus. Peripheral blood leukocytes only tended to
increase their secretion of this cytokine when labor was
present, although not significantly.

3.4. Secretion of total and active MMP-9

There was no difference between placental and
peripheral leukocyte secretion of MMP-9, neither total
nor active forms, after 24h in culture or after being
stimulated with LPS, in samples from non-laboring
patients. However, leukocytes from both compartments
secreted significantly more MMP-9 when labor was
present (Fig. 4).

Placental blood leukocytes showed a tendency to
secrete less MMP-9, both total and active, when
stimulated with LPS. This resulted in a statistically dif-
ferent secretion when compared to peripheral leukocytes
(p =0.006), which showed a tendency to increase their
MMP-9 secretion.

3.5. Proteomic profile

Our preliminary analysis of the proteomic profile of
leukocytes using 2D electrophoresis (Fig. 5) revealed a
significantly higher number of protein spots (p=0.015)
in gels from placental samples (318.33 £22.7) com-
pared to gels from peripheral samples. The intensity
of the spots, an indirect measure of their concen-
tration, was also significantly higher (p=0.024) in
placental (6141.13 £ 277.09) than in peripheral samples
(5357.25+£276.58). Values show mean=+S.E., t-test
was used for statistical comparison.
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median concentration of secreted cytokines with interquartile ranges. N=3 with duplicates. P values: a=0.0002; b=0.003; ¢=0.019; d =0.029;
¢=0.015: f=0.007; g =0.037; #=0.0001. Comparisons without a P value are not significant.
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4. Discussion

The inflammatory environment in gestational tissues
during human labor seems to be associated with the
arrival and infiltration of leukocytes at the end of ges-
tation (Osman et al., 2003; Thomson et al., 1999). These
immune cells could be mediating the synthesis of dis-
tinct molecules responsible for the local events leading
to labor. The specific nature of these leukocytes is still
uncertain, but they may arrive from either the maternal
and/or fetal circulation.

Our group has aimed to study the sequence of events
that leads to leukocyte recruitment and homing to the
fetal membranes and the resulting functional changes
manifested as local inflammation and collagenolysis, We
have previously demonstrated that fetal membranes from
term pregnancies induce selective chemotaxis of T lym-
phocytes and monocytes (Gomez-Lopez et al., 2009). A
similar process of leukocyte infiltration during labor has
also been reported for myometrium and cervix, mainly

mediated by IL-8 (Winkler et al., 1999; Bokstrom et al.,
1997; Young et al., 2002).

In this paper we provide evidence that leukocytes
circulating in the placental blood show differential phe-
notypic and functional characteristics compared to those
circulating in the peripheral blood of the same women
and that these leukocyte subsets may potentially con-
tribute to the conditioning of a local inflammatory
microenvironment. An increased number of CD14*
leukocytes in placental blood was the only consistent
difference found in the composition of leukocyte sub-
sets between peripheral and placental compartments.
Presence of labor reinforced this difference, suggest-
ing the active recruitment of monocytes/macrophages
to the placental milieu during labor. Our results agree
with a previous report (Moore et al., 2003). However, our
results further show that prior to labor placental blood
indeed containg a significantly lower amount of CD3*
cells than peripheral blood, perbaps reflecting homing
of this subset of cells to the placenta and membranes.
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Fig. 5. Representative 2D gels showing the proteomic profile of peripheral (A) and placental (B) leukocytes during labor.

This interpretation is supported by other results from
our laboratory showing that T ymphocytes:and mono-
cytes/macrophages are the major subsets of nfiltrated
leukocytes in the choriodecidua in tissues that has under-
gone labor (Gomez Lopez et al., 2008). This.observation
also agrees with previous reports that find increased infil-
tration of these cells in gestational tissues: during labor
(Osman et al., 2003; Thomson et al., 1999).

Despite the absence of striking differences in the phe-
notype of cells circulating in the placental blood, we
showed major functional differences in leukocytes cir-
culating in this compartment. These leukocytes showed
increased transcription of the:/LIB gene in associa-
tion with the presence of labor. In ‘addition, these cells
show decreased expression of the IL/RA gene either in
the presence or absence of labor. Furthermore, leuko-
cytes located in the ‘placental blood once labor has
started, responded secreting higher amounts of TNF-
a, IL-18 and I1-6 upon LPS stimulation, compared
to peripheral leukocytes or the U937 control cell line.

All these functional differences support the notion that
once labor has started, specific subsets of leukocytes are
attracted to the placental milieu where they potentially
participate in the conditioning of the local microenviron-
ments of the reproductive tissues leading to labor and
delivery. This microenvironment is characterized most
notably by increased biological availability of IL-1B,
with increased expression of this cytokine and decreased
expression of its natural inhibitor. Our results are in
accordance with data of others researchers who local-
ized the pro-inflammatory cytokines mainly associated
to placenta-infiltrating leukocytes (Young et al., 2002;
Steel et al., 2005). Cytokine dispersion concentrations
cannot be attributed to differences in labor length as pre-
viously described (Cindrova-Davies et al., 2007), since
we controlled for this variable using cells obtained from
patients with homogeneous labor length. No attempt to
characterize the specific subsets of participating leuko-
cytes was carried out in this paper, however this is
currently under way in our laboratory.
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Our LPS experiments show that placental leukocytes
are more responsive to this external stimutus. This may
suggest that during labor, and particularly when infiltrat-
ing the choriodecidua, this subset of cells could be more

susceptible to any stimuli produced by Iocal cells. This

open the possibility that a molecular cross-talk between
arriving immune cells and fetal membrane cells may
result in the local amplification of the signaling network
that elicits parturition, composed by primary mediators
such as IL-18, TNF-« and IL-6 and secondary effectors,
such as MMP-9.

A preliminary proteomic characterization of placen-
tal feukocytes revealed a significantly higher number
of individual proteins than in peripheral leukocytes.
Although a more detailed analysis of this proteomic
profile is needed, this finding further confirms the phe-
notypic difference of these leukocytes from peripheral
cells, and clearly suggests many possibly different func-
tional characteristics.

We also analyzed the expression of MMP9 by pla-
cental and maternal leukocytes, since this enzyme is
considered a molecular marker of collagen degrada-
tion and rupture of the fetal membranes during labor
{(Vadillo-Ortega et al., 1996, 2002). Analysis of MMP-
9 secretion showed that the amount of enzyme was
significantly higher in leukocytes from patients with
active labor, confirming that the induction of secretion

of MMP-9 observed 1n fetal membranes is also reflected:

in circulating leukocytes at this time of human gestation
(Vadillo-Ortega et al., 1995; Stygar et al., 2002; Choi et
al., 2007). An unexpected finding was that the amount
of MMP-9 secreted by leukocytes was far greater than
what we had seen in previous studies when analyzing
secretion by fetal membrane explants (Garcia-Lopez et
al., 2007; Zaga-Clavellina et al., 2006). Cultured fetal
membranes secrete pg/mL concentrations of the enzyme
while in the present study leukocyte secretion was about
10 times greater, in the nanogram order, These results
suggest that when infiltrating the choriodecidua, in addi-
tion to modulating inflammation, placental leukocytes
could secrete large amounts of MMP—9 resulting in a
major contribution to the enzymatic degradome of the
fetal membranes during labor, Preliminary experiments
in our laboratory have shown that proMMP-9 can be
selectively trafficked from the choriodecidua to the con-
nective tissue-rich compact layer of the amnion, which
is the place where the major mechanical resistance is
present (Vega-Sanchez et al., 2008).

In summary, we confirmed the existence of a spe-
cific combination of leukocyte subsets present at the
maternal-fetal interface during human labor. We pro-
vided further evidence pointing to major functional

differences in these placental leukocytes compared to
peripheral leukocytes at term gestation and particularly
during labor, characterized by a distinctive expression
and secretion pattern of cytokines. We have not deter-
mined if these leukocytes are specific subsets that are
recruited to this region or if circulating leukocytes
acquire a distinctive, functional phenotype once in con-
tact with this micrgenvironment.

Together, our results support the hypothesis that the
focal inflammation-associated with labor is the result of
an immune response coordinated by a set of leukocytes
that are recruited to the maternal—fetal interface.
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