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I. INTRODUCCION

El embarazo implica la asociacién estrecha de tejidos genéticamente diferentes, los de
la madre y los del feto que actian como un injerto semialogénico al expresar antigenos

heredados del padre (Thellin y cols., 2000).

Para evitar el reconocimiento del feto como un agente extrafio, el utero gestante opera
como un sitio de privilegio inmunolégico por la accion de diversos factores inmunoldgicos
que en forma paraddjica desarrollan una respuesta de tolerancia hacia el feto, al mismo tiempo
que permanece intacta la capacidad para responder de manera eficiente ante la presencia de

diversos agentes infecciosos o eventos inmunolégicos (Pioli y cols., 2004).

Esta tolerancia hacia el feto es un mecanismo activo en el cual participan
simultaineamente mecanismos humorales y celulares, innatos y especificos del sistema materno,

asi como el desarrollo de tejidos extraembrionarios con mecanismos de inmunidad innata.

1.1 ESTRATEGIAS QUE FAVORECEN EL PRIVILEGIO INMUNOLOGICO

1.1.1 El sistema Th,/Th,

Dentro del sistema inmune, los linfocitos T CD4+ o ayudadores (Th,) se diferencian a
linfocitos tipo Th; o Th, cuyas funciones son antagénicas en la respuesta inmune. La respuesta
Th, se caracteriza por secretar un patrén de citocinas anti-inflamatorias, entre ellas interleucina
(IL)-4, -5 y -10, que favorecen una respuesta humoral, mientras que la respuesta Th, genera

respuestas pro-inflamatorias al secretar un patrén de citocinas que incluye la IL-1p, el factor de

necrosis tumoral alfa (INF-ot) y el interferon gamma (INF-y) favoreciendo una inmunidad

mediada por células (Thellin y cols., 2000).

Wegman (1993) describié que de principio a fin en el embarazo, la respuesta del
sistema inmune materno mediada por los linfocitos T se desvia hacia la dominancia en la

respuesta Th,, favoreciendo la produccién de altos niveles de IL-4 e IL10 que inhiben la



proliferacion y estimulacion de células T citotoxicas y células NK, e inhiben la produccién de
citocinas Th; por los macréfagos; al mismo tiempo que se autoregula positivamente la
producciéon de citocinas Th,. En contraste, la respuesta Th; es desfavorable, pues se ha
demostrado que INF—y y TNF-o. inhiben el desarrollo embrionario al favorecer la muerte
por apoptosis en las células del trofoblasto y el crecimiento placentarion al inhibir la secrecion

del factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF) (Tellin y cols.,
2000).

Szekeres-Bartho y cols. (2005) han propuesto que el cambio en el balance Th,/Th, es
dirigido en parte por el incremento del nivel de progesterona que estimula la produccion del
PIBF (factor bloqueador inducido por progesterona), esta proteina es sintetizada por los

linfocitos maternos y su activacién evita la proliferacion de linfocitos Th, y en consecuencia
disminuye la produccion de TNF-a y los niveles de IL-12; inactivandose las células NK

dependientes de esta via (Veenstra y cols., 2003).

Por otro lado la respuesta Th, es favorecida por la participacion de células no inmunes
como los trofoblastos y células deciduales (Chaouat y cols., 1999), las cuales producen

citocinas Th, y factores que inhiben la actividad citotdxica de los linfocitos Th,.

1.1.2 Progesterona

Durante el embarazo se interrumpe la produccién hormonal de los ovarios y es la
placenta quien funciona como glandula endocrina, que produce y secreta las hormonas
necesarias para el mantenimiento de la gestacién y desarrollo del feto. Las hormonas
placentarias son entre otras: la progesterona (P,), estrégenos, gonadotropina corionica (HCG),
lactégeno placentario (HPL) y la hormona de crecimiento (hPGH). Si bien cada una tiene
funciones particulares, es la P, la hormona considerada el inmuno-modulador por excelencia
en la interfase materno-fetal con funciones pro-gestacionales (Peltier, 2003; Thellin y cols.,

2000).



Al inicio del embarazo la P, a través de su receptor intracelular, regula vias moleculares
y respuestas celulares implicadas en el proceso de implantacion. IL.a P, promueve la sintesis del
factor inhibidor de leucemia (LIF) por el endometrio, que es reconocido por los receptores
LIF-R en el sincitiotrofoblasto. La unién de LIF con LIF-R permite la implantacion y al

mismo tiempo favorece el crecimiento y la diferenciaciéon del trofoblasto (Thellin y cols., 2000).

El mecanismo por el cual la P, actia como inmuno-modulador en los tejidos del
aparato reproductor femenino desde el inicio hasta el término del embarazo envuelve acciones
directas e indirectas en las células inmunes; la P, modula la produccién de anticuerpos, reduce
la producciéon de citocinas pro-inflamatorias por los macréfagos en respuesta a productos
bacterianos, inhibe la proliferacion de linfocitos y suprime su respuesta inmunoldgica al
impedir la activacion del factor nuclear kappa- beta (NF-kB), que regula la expresion de varios

genes involucrados en las respuestas inmunes inflamatorias (Peltier, 2003).

En el humano se han identificado dos isoformas del receptor a P,, la isoforma B
presente durante el embarazo con propiedades progestacionales y la isoforma A con
propiedades anti-progestacionales. Por medio de la expresion de la isoforma B, la progesterona
contribuye a la inhibicién de las contracciones uterinas al inhibir proteinas implicadas en la
activacion uterina, en particular receptores de estrogeno (Winkler y cols., 2000), asi como la
secrecion de prostaglandinas (PG’s) y metaloproteasas de la matriz extracelular (MMP’s)

(Goldman y cols., 2005).

1.1.3. Expresion de antigenos leucocitarios humanos

El reconocimiento de lo propio y lo no propio dentro de un organismo es mediado por
el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), el cual expresa dos clases de antigenos
leucocitarios humanos (HLA), moléculas que ademas de poligénicas, son altamente
polimorficas: Clase I clasicas (HLA-A, HLA-B y HLA-C) y no clasicas (HLA-E, HLA-F y
HLA-G) y Clase II (HLA-DP, HLA-DQ, HLA-DR). Los antigenos presentados por las
moléculas Clase II son necesarios para la respuesta inmune humoral (sistema del
complemento); por el contrario, los antigenos presentados por las moléculas Clase I, generan

respuestas inmunes mediadas por células (fagocitos, linfocitos NK y T citotoxicas).



En el utero estan presentes células NK, macréfagos, linfocitos y células dendriticas,
con el objetivo de destruir agentes extrafios o patdgenos. El estudio del MHC durante el
embarazo muestra que el sistema materno es incapaz de reconocer al feto como no propio
evitando asi su rechazo. En este contexto sobresale la molécula HLLA-G expresada de forma

exclusiva por las células del trofoblasto placentario (Hunt y cols., 20006)

Durante el procesamiento del transcrito primario de ARN del gen HLA-G, se presenta
un gplicing alternativo que da lugar a 7 isoformas, de las cuales: 4 isoformas de este antigeno con
dominio membranal (HLA-G1, G2, G3 y G4) y 3 isoformas solubles (HLA-G5 o sG1, G6 o
sG2 y G7). Estudios realizados por Hunt y cols. (2006) reportan la expresion de la proteina y el
mRNA de HLA-G5 en todas las subpoblaciones de células tofoblasticas, el corion, la decidua y
la sangre materna. Mientras que las isoformas HLA-G2 y HLLA-G6 se expresan solo en células
del citotrofoblasto y el corion, durante la migraciéon e invasiéon del trofoblasto en la decidua

materna.

Evidencias experimentales de Allan y cols. (2000) y Brown y cols. (2004) han mostrado
que el receptor inhibidor de leucocitos (LILRB o ILT) es la molécula capaz de reconocer el
antigeno HLA-G expresado en las células del trofoblasto. Los linfocitos T y B expresan 1LT2,
el cual al reconocer el antigeno HLA-G es capaz de inhibir la accién citolitica de los linfocitos,
la poblaciéon mas abundante en la decidua materna. Por otro lado las células NK y fagocitos
mononucleares expresan ILT4, que ha demostrado ser el principal receptor de las moléculas
HLA-G promoviendo la muerte celular en esta células que son la segunda poblacion
importante de leucocitos en la decidua materna (Hunt y cols., 2006). De manera que en
conjunto, estos efectos en las células del sistema inmune materno permiten la migraciéon y

viabilidad de las células trofoblasticas.

1.1.4. Tejidos extraembrionarios

El humano al igual que todos los vertebrados desarrolla durante el embarazo tejidos
extraembrionarios que incluyen la placenta y las membranas fetales o membranas
corioamniéticas (MC) que proveen al producto con diferentes mecanismos de mantenimiento

de su homeostasis (Vadillo y cols., 2004).



La placenta es un 6rgano de origen materno y fetal que inicia su formaciéon durante la
implantacién del embrién, cuando las células primordiales de trofoectodermo embrionario
invaden el endometrio materno toma el nombre de decidua capsular. Este 6rgano esta
especializado en modular el intercambio gaseoso que provee el O2 necesario para el desarrollo
fetal y la liberacién de CO2 en la circulacion materna a través de las paredes de las vellosidades
para su desecho, paralelamente modula la disponibilidad de materiales nutritivos al feto y los
desechos son liberados a la sangre materna. También actia en la formaciéon de hormonas
esteroides que establecen el micro ambiente de tolerancia inmunoldgica y participan en la

maduracion del feto (Figura 1A).

Las MC son una entidad anatémica e histologica sumamente compleja y dinamica que
secreta diferentes sustancias hacia el liquido amnidtico y que es capaz de responder a diferentes
seflales bioquimicas procedentes tanto del producto como de la madre (Parry y Strauss, 1998;
Bryant-Greenwood, 1998 a). LLas MC funcionan como frontera entre el producto y la madre,
por las caracteristicas de su estructura y en funciéon conjunta con el liquido amniético brindan

proteccion mecanica frente a los movimientos del feto.

1.1.4.1 Membranas corioamnioticas

Las MC se componen por la superposicion de dos tejidos: el amnios y el corion; cada
uno formado por diferentes tipos celulares embebidos en una prominente matriz extracelular

(MEC), cuyo principal componente es la colagena (Bryant-Greenwood, 1998 b).

El amnios se forma a partir del ectodermo embrionario, no tiene vasos sanguineos ni
se encuentra inervado, obteniendo sus nutrimentos directamente del liquido amnidtico. Se
caracteriza por presentar una gran resistencia mecanica debido a su estructura. Este tejido se
compone por cinco capas histologicas: 1) el epitelio amnidtico, es la capa que se encuentra en
contacto con el producto y el liquido amniético, formado por una monocapa de células cubicas
que descansan sobre una membrana basal; 2) membrana basal, constituida principalmente por
colagena tipo IV, posiblemente la responsable de mantener la unién entre las células epiteliales

y por lo tanto de mantener la integridad estructural del epitelio, también se encuentran



colagenas tipo I, Il y glicoproteinas como laminina, nidégeno y fibronectina; las siguientes
tres capas corresponden a un amplia estructura de tejido conectivo que se diferencia por los
distintos tipos de colagena que los constituyen o por las células presentes en ellas; 3) la capa
compacta, se compone de tejido conectivo organizado en una red tridimensional, compuesta
de colagenas tipo I y VI en menor cantidad, fibronectina y nidégeno. Su grosor es mayor al de
la membrana basal, lo que le otorga gran capacidad tensil para mantener la integridad mecanica
del amnios; 4) la capa fibroblastica, esta constituida por células mesenquimatosas con
marcadores de fibroblastos que secretan las colagenas intersticiales de la capa compacta; es
posible encontrar macréfagos dispersos en la MEC; 5) la capa esponjosa o intermedia, se
encuentra entre el amnios y el corion, tiene una estructura ondulante, que es poco compacta y
con gran contenido de proteoglicanos y colagena no fibrilar. La estructura de esta capa permite
al amnios deslizarse sobre el corion y asi absorber el estrés mecanico asociado a los

movimientos fetales.

El corion se forma a partir del mesodermo, presenta una mayor celularidad que el
amnios, lo que lo hace parecer mas grueso, esta formado por dos capas: 1) la pseudo
membrana basal, esta en contacto con la capa esponjosa y presenta una estructura similar a la
membrana basal, constituida por colagena tipo I, III, IV y proteoglicanos; 2) la capa de
trofoblastos con polaridad hacia la decidua materna forma la principal poblacién del corion,
aunque es posible encontrar células con marcadores de leucocitos, en su mayoria macréfagos
asi como también fibroblastos, todos embebidos en una MEC laxa que no forma una red
tridimensional como la del amnios, sino que son pocas las fibras de colagenas tipo I, IIL, IV y
proteoglicanos. La porcion final del corion se interdigita con la decidua materna (Figura 1B)

(Vadillo y cols., 2004, Vega y cols., 2008).
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Figura 1. A: Esquema que muestra la ubicacién del feto en la interfase materno-fetal y su relacién con las
membranas corioamnidticas. B: Corte semifino transversal (1mm) de las membranas corioamniéticas a término de
(37 semanas de edad gestacional) sin trabajo de parto, incluidas en EPON, tefiidas con azul de toluidina al 0.5 %.
y analizadas en microscopio de luz. Se observan los dos tejidos superpuestos: amnios y corion (20x). En la
columna derecha se observan detalles de las capas que componen cada tejido (40x). B1) Se observa las células
cibicas que conforman el epitelio amniético (EA) que descansan sobre la membrana basal (MB) rica en colagena
tipo IV, adyacente se encuentra la capa compacta (CC) que forma una red tridimensional, compuesta de coldgenas
tipo I y VI, la capa fibroblistica se teconoce por la presencia de fibroblastos (F) y macréfagos (M). B2) Se
observan la estructura ondulante de la capa esponjosa formada por la colagena no fibrilar y un gran contenido de
proteoglicanos. B3) Se observa la estructura similar a la membrana basal (sMB) y la principal poblaciéon del
corion, los trofoblastos (T). B4) Se observan las células de la decidua materna (CD) con las que se interdigita el
corion y un vaso infiltrado con leucocitos (L). (Modificado de Vadillo y cols., 2004).



1.2. TRABAJO DE PARTO

El trabajo de parto se inicia por la pérdida del privilegio inmunolégico que se establece
durante el embarazo en la interface materno fetal y es el resultado de varios eventos
endocrinos e inmunolégicos que dirigen procesos mecanicos y bioquimicos en el ambiente

materno (Peltier, 2003), los cuales se coordinan con sefiales de origen fetal.

Los procesos mecanicos indispensables para la expulsion del producto son: 1) la
dilatacion del cérvix, 2) el inicio de las contracciones uterinas que incrementan en amplitud y
frecuencia, y J3) la ruptura de las membranas corioamnidticas en la region mas cercana al

cérvix.

Diversos estudios en modelos animales como la oveja (Liggins y cols., 1973), mono
rhesus (Bosu y cols., 1973) y cobayo (Illingworth y cols., 1974) revelan que durante las ultimas
etapas de gestacion y en el inicio del trabajo de parto se disminuye la producciéon de P,; en
cambio en el humano, el inicio del trabajo de parto no esta asociado con la disminucion en la
concentraciéon de P, pero se ha observado un cambio en el nimero y afinidad de los
receptores de progesterona en el miometrio, de la isoforma B a la isoforma A (Pieber y cols.,

2001).

El cambio en el perfil de los receptores de progesterona sumado con la infiltracién de
leucocitos poco antes de iniciarse el trabajo de parto, esta asociado al incremento en la
produccién de citocinas pro-inflamatorias como 1L-8, IL-1f, IL-6 y TNF-a en la interfase

materno-fetal, amplificando la respuesta fisiolégica de trabajo de parto (Pieber y cols., 2001,

Goldman y cols., 2005).

Estas citocinas actian como reguladores de la expresiéon de otros mediadores que
favorecen el trabajo de parto, entre los que se encuentra diversas enzimas y moléculas;
principalmente las metaloproteinasas (MMPs) y prostaglandinas (PGs) que actian directamente

sobre los distintos tejidos de la interfase materno-fetal (Figura 2).



1.2.1. Mecanismos inmunolégicos en el miometrio

Hacia las semanas finales del embarazo, el miometrio se torna crecientemente sensible
a la oxitocina debido a que I1.-6 incrementa la expresion de los receptores a oxitocina en las
células del miometrio (Rauk y cols., 2001), simultaneamente incrementa el nimero de uniones

Gap en el miometrio, indispensables para la instalacion de contracciones uterinas sincrénicas.

Por otro lado IL-1f y TNF-a modulan la biosintesis de PGs, ya que estimulan la
secreciéon de acido araquidénico e inducen la expresion de la ciclo-oxigenasa 2 (COX-2),
activando el metabolismo de los fosfolipidos (Molnar y cols., 1993; Rauk y cols., 2000) que da
como principal producto la prostaglandina E, (PGE,). La actividad de PGE, incrementa los
niveles de Ca*" en las células del miometrio para generar las contracciones uterinas y en
conjunto con TNF-a estimula la producciéon de la metaloproteinasa de matriz 9 (MMP-9) 6

Gelatinasa B, para el desprendimiento de la placenta (Thorntons y cols., 1992).

1.2.2. Mecanismos inmunolégicos en el cérvix

La dilatacién del cérvix, mas alld de ser un evento fisico-anatémico, es el resultado de

una reacciéon de tipo inflamatoria en el que diversas sefiales inmunoldgicas se coordinan con

elementos vaso activos como la PGE, y PGF,, y factores quimiotacticos como la IL-8, que
juega un papel clave en la quimiotaxis, activacion y degranulacion de granulocitos neutrofilicos

en el estroma cervical y miometrio (Elliot y cols., 2000; Winkler, 2000).
1.2.3. Mecanismos inmunolégicos en las membranas corioamnidticas

Durante el trabajo de parto las MC amortiguan la presion ejercida por las contracciones
uterinas lo que en conjunto con la degradaciéon del tejido conectivo ocasiona el debilitamiento

progresivo de estos tejidos.

La degradacion del tejido conectivo se debe a la influencia del ambiente inmunolégico

del cérvix y a la presencia de las citocinas IL-1f y TNF-ot que estan presentes en el epitelio



amnidtico y el corion (Young y cols., 2002), donde estimulan la produccién de las MMPs,
(Vadillo y cols., 2004) enzimas que tienen como sustrato a la mayoria de los componentes de la
MEC. Una caracteristica de estas enzimas es que son secretadas como zimoégenos o pro-
enzimas hacia el espacio extracelular donde son activadas por otros miembros de la familia o
por diferentes proteasas extracelulares (Estrada-Gutiérrez y cols., 2005). Entre las principales
MMPs que han sido localizadas en las MC, se encuentra la MMP-9 que tiene como principal
sustrato la colagena tipo IV (Vadillo y cols., 2004), al actuar esta enzima no solo desorganiza la
red de las fibras de colagenas, sino que los proteoglicanos tienden a hidratarse, disgregando
aun mas la estructura de la MEC. El resultado se observa a simple vista como un

“hinchamiento” de las MC que caracteriza el trabajo de parto activo.
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Fignra 2. Mecanismos inmunolégicos que dirigen el trabajo de parto en el ambiente materno-fetal.



1.3. INMUNIDAD INNATA EN EL EMBARAZO

El sistema inmune innato se caracteriza por responder de manera rapida y eficiente
ante un reto inmunolégico o infeccion. Las superficies epiteliales representan la primer linea de
defensa del cuerpo contra los microorganismos patégenos, actuando como una barrera fisica,
por lo tanto cuando se dafia o rompe un tejido, se facilita la entrada de los microorganismos al

sistema y se complica la infeccion (Romero y cols., 20006).

Durante el embarazo las MC (amnios y corion), la placenta y la decidua materna, son
los tejidos que protegen tanto al feto como a la madre de un proceso infeccioso a nivel
cérvico-vaginal que puede extenderse de manera ascendente a la regién coriodecidual
(infeccién intrauterina) y eventualmente atravesar e infectar las membranas corioamnioticas
(corioamnioitis) y eventualmente acceder a la cavidad amnidtica en donde la esterilidad del

liquido amnidtico se destruye (infeccion intramnibtica) (Romero y cols., 1988)

Estos tejidos representan mas que una barrera fisica contra los microorganismos.
Muchos epitelios expresan receptores de reconocimiento de patrones (PRRs), entre los cuales
se encuentra la familia de receptores tipo Toll (TLRs), capaces de reconocer patrones
moleculares asociados a patdégenos (PAMPs) y productos metabdlicos de éstos como son
diversas endotoxinas. La activacion de estos TLRs por sus agonistas induce la generacion de
péptidos antimicrobiales naturales (NAPs), como las o y 3 defensinas (HBDs), elafina, el
inhibidor de proteasas secretado por leucocitos (SLPI) entre otros. Estas moléculas clave del
sistema inmune innato tienen accién antibacteriana, antiviral y antifungicida, causando dafio a

la membrana celular de los patégenos o interrumpiendo las sefiales celulares de activacion

(Hancock y cols., 2000).

1.3.1. Receptores Tipo Toll

Los receptores Tipo Toll (TLRs) son proteinas conservadas evolutivamente, el primer
gen Toll fue descrito por Hashimoto y cols. (1988) en la mosca de la fruta durante el desarrollo
dorsoventral de la larva, posteriormente Lemaitre y cols. (1996) demostraron que Toll era

parte de la defensa contra una infeccioén fungica en la mosca. Un afo mas tarde Medzhitov y



cols. (1997) describieron un homologo del receptor Toll en humanos con la capacidad de

inducir la expresion de genes involucrados en las respuestas inflamatorias (Takeda y Akira,

2005; Krishnan y cols., 2007).

Los TLRs estructuralmente se caracterizan por presentar un dominio intracelular

homologo a los del receptor de IL-1 (IL-1R) referido como dominio Toll/IL-1R (TIR), este
dominio contiene tres regiones: Box 1, es la secuencia de identificacion del dominio. Box 2,
forma un importante anillo en su estructura que le permite acoplarse con diferentes proteinas
adaptadoras intra-citoplasmaticas que contienen dominios relacionados con la apoptosis y
activacion celular o con otros TLRs cuando estos forman dimeros durante la sefializacion. Una
mutacion en esta region incapacita a la proteina para producir sefial. La funcién de Box 3 no ha
sido determinada, pero se sugiere que participa de manera importante en el proceso de
seflalizacion. El dominio extracelular de estos receptores presenta secuencias repetidas de
leucina (LRR), que posee tres regiones semejantes a las inmunoglobulinas que les permiten

reconocer a los diferentes PAMPs (Figura 3) (Krishnan y cols., 2007).
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Fignra 3. Muestra la alta similitud entre IL-R y TLR, ambos receptores difieren en su dominio extracelular, IL-R
posee un dominio similar a IG, mientras que TLR posee un dominio rico en repeticiones de leucina (LRR). el
dominio intracelular es el mismo, Toll/IL-R (TIR) indicando la similitud en el nivel de sefializacién de ambos
receptores. (Modificado de Krishnan y cols., 2007)



A la fecha se han descrito 13 miembros de la familia de TLRs (Tabla 1) con ligandos
especificos para reconocer una gran diversidad de agentes patdgenos. Los TLRs se expresan en
células inmunes (dendriticas, monocitos y macréfagos entre otros) para la posterior activacion
del sistema inmune adaptativo, asi como también en células no inmunes del sistema nervioso
central, mucosa intestinal y diferentes epitelios, donde actualmente se ha observado que son

capaces de reconocer el tejido dafiado por infeccion o estrés ambiental, reconociendo

moléculas celulares enddgenas.

TLRs Moléculas Localizacién Especies Ligandos
adaptadoras
TLR-1 MyD88 / Mal Supetficie celular Humano/ PAM3CSK4
Raton
TLR-2 MyD88 / Mal Supetficie celular Humano/ PAM3CSK4, MALP2
Raton
TLR-3 TRIF Compartimiento Humano/ LTA, Zym, dsRNA, Poly-
celular Ratén IC, viral RNA, siRNA,
mRNA endégeno
TLR-4 MyD88 / Mal / TRIP/  Supetficie celular Humano/ LPS, MMTV, VSV-G,
TRAM Raton Taxol, proteina F,
Fibronectina, HSP60,
HSP70
TLR-5 MyD88 Supetficie celular Humano/ Flagelinas
Raton
TLR-6 MyD88 / Mal Superficie celular Humano/ MALP2, LTA, Zym
Raton
TLR-7 MyD88 Compartimiento Humano/ ssRNA, TAQ (R848)
celular Ratén
TLR-8 MyD88 Compartimiento Humano/ ssRNA, TAQ (R848)
celular Ratén
TLR-9 MyD88 Compartimiento Humano/ CpG-ODN
celular Ratén
TLR-10  Desconocido Superficie celular Humano Desconocido
TLR-11 MyD88 Superficie celular Raton Profilina
TLR-12  Desconocido Desconocido Ratén Desconocido
TLR-13 Desconocido Desconocido Ratén Desconocido

Tabla 1. Familia de TLRs y sus ligandos (Traducido de Krishnan y cols., 2007)

1.3.1.1. Receptor tipo Toll-4

TLR-4 fue el primer receptor reconocido en mamiferos, es el receptor esencial para el
reconocimiento del lipopolisacarido (LPS), componente principal de la pared celular en
bacterias gram-negativas y es activado por ligandos endégenos como las proteinas de choque
térmico (HSP60 y HSP70), el extra dominio A de fibronectinas, oligosacaridos y acido

hialurénico, sulfato de heparina y fibrin6geno (Takeda y Akida, 2005). TLR-4 se clasifica como



un receptor de membrana celular; sin embargo, la expresion de este receptor se ha localizado a
nivel subcelular en macréfagos después de su union con el ligando, mientras que en células

epiteliales del intestino reside en el aparato de Golgi (Hornef y cols., 2002).

En células de mamiferos: monocitos y macroéfagos, la via de transduccién de la sefial
inicia cuando el LPS se une a LBP (proteina de unién a LPS). Este complejo LPS-LBP es
reconocido por el receptor de membrana CD14, molécula accesoria que permite la interaccion
con el TLR-4; sin embargo, para que se genere la respuesta inflamatoria es necesaria la unién
de la proteina MD2 asociada a la porcion extracelular del TLR-4. De esta manera se activa
MyD88 (factor de diferenciaciéon mielodica) generando una cascada de fosforilacion que libera
al NF-kB permitiendo su traslado hacia el nucleo para unirse a la regiéon promotora de diversos
genes asociados a la respuesta pro-inflamatoria para iniciar la sintesis de citocinas, quimiocinas
y otros mediadores inflamatorios, asi como péptidos antimicrobianos. Asociado a TLR-4
también se ha observado una via independiente de MyD88 en la cual el dominio intracelular
(TIR) interacciona con la molécula adaptadora acoplada a TRIF (TRAM), esta molecula
permite que la molecula inductora del INF-B (TRIF) active una cinasa, la proteina-1 de
interacciéon con el receptor (RIP-1). RIP-1 es la clave de que la ruta independiente de TLR-4
pueda dirigir la activacion de NFkf3, MAPKSs, apoptosis o necrosis dependiendo del contexto

en que se encuentre la célula (Figura 4) (Arancibia y cols., 2007).

1.3.1.2. Receptor tipo Toll-2

TLR-2 tiene como ligandos principales a los lipopéptidos microbianos, péptidoglicano
y acido lipoteicoico de bacterias gram-positivas, ademas reconoce formas atipicas de LPS
como el de Leptospira interrogans, Porphyromonas gingivialis y Helicobacter pyroli; en contraste con el
TLR-4 que sélo identifica LPS de E. /i y Salmonella sp (Takeda y Akida, 2005). Sin embargo,
TLR-2 presenta una caracteristica particular para reconocer una amplia variedad de PAMPs, la
cual consiste en formar heterodimeros con otros TLRs. Asi la coexpresion de TLR-1 con
TLR-2 permite la deteccion de lipidos tripalmitoilados, mientras que la uniéon con TLR-6

permite la distincion entre los triacil y diacil lipopéptidos como MALP2 de micoplasma.



La via de transducciéon de TLR-2 implica el reconocimiento directo de los PAMP’s
induciendo la proteina adaptadora MyD88, que a su vez induce la translocacion del NF-kB

(Figura 4) para generar la respuesta contra los agentes que dafian al hospedero (Arancibia y

cols., 2007).
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Fignra 4. Mecanismo de sefializacién de los TLRs. En la via dependiente de MyD88 el reconocimiento de PAMs
activa al receptor que se une a través de la regién 2 y 3 de su dominio intracelular a la proteina MAL; esta se
acopla con MyD88, la cual actia sobre las cinasa asociada al receptor de IL (IRAK 4) que se autofosforila,
generando las cinasas 1y 2 IRAK 1/2). Estas proteinas reclutan al factor 6 asociado al receptor del TNF (TRAF
6) y que en conjunto con otras proteinas activan al complejo IKK, el cual fosforila a IkBa, que se disocia del
NFkf. El IkBa liberado se ubiquitina pata setr degradado potr proteosomas. El NFk[ liberado se traslada al
nicleo celular, donde se une al ADN vy activa los promotores que contienen el dominio kB, esto activa los genes
asociados a la respuesta inflamatotia, como IL-1f, TNFa, IL-6, entre otros. La via independientes de MyD88 es
seguida por TLR-3 y TLR-4, en el caso de TLR-4 el dominio intracelular (TIR) interacciona con la molécula
adaptadora acoplada a TRIF (TRAM) y esta molécula adaptadora que ahora contiene al dominio TIR y es
inductora del INF-f (TRIF) activa una cinasa, la proteina de interaccién con el receptor (RIP-1), el cual recluta a
TRAF 6 y sigue la misma ruta antes descrita hasta la liberacién del NFkf (Modificado de Krishnan y cols., 2007).



1.3.2. B-defensinas humanas

Las defensinas son moléculas conservadas evolutivamente, presentes en vertebrados y

existiendo moléculas equivalentes en invertebrados y plantas. Entre ellas las B-defensinas
(HBDs) son una familia de pequefios péptidos con carga positiva, que contienen seis residuos

de cisteina conectados entre si por puentes disulfuro (Bals y cols., 2001). Se han identificado

hasta 28 secuencias para [-defensinas en el humano, pero solo 4 se han identificado

funcionalmente expresadas en células epiteliales, leucocitos, macréfagos y neutrofilos (Tabla 2)

(Schutte y cols., 2002).

Se ha demostrado que estos péptidos tienen un efecto directo antimicrobiano, con
capacidad para eliminar in vitro gran variedad de bacterias gram-positivas y gram-negativas,

virus con y sin envoltura, hongos y algunos parasitos (Bals y cols., 2001)

El mecanismo por el cual estos péptidos ejercen su actividad antimicrobiana adn es
desconocido. Entre las posibilidades se han descrito: 1) la formacién de poros en las
membranas de los microorganismos que permite verter el contenido microbiano; 2) la
activacion de enzimas que degraden la pared celular de las bacterias; 3) alteracion de la pared
celular de los microorganismos; 4) evitar la adherencia a la pared de las células epiteliales del

hospedero y 5) despolarizaciéon de la membrana de los microorganismos (Soto y cols., 2007)

Actualmente se ha descrito que la mayoria de estas moléculas, presentan propiedades
quimiotacticas, que les permiten modular una respuesta inmune induciendo la produccién de
citocinas en distintos tipos celulares, vinculando la respuesta de la inmunidad innata con la
respuesta de inmunidad adaptativa. En el caso de HBD-1, -2 y -3 se ha demostrado que atraen
a los linfocitos y células dendriticas a través de la unién al receptor para la quimiocina CCL20
(CCRG). Por otro lado se ha demostrado que la HBD-2 tiene la capacidad de inducir la

degranulacién de mastocitos y liberacién de histamina y prostaglandina (Yang y cols., 1999).



Defensinas Células productoras Sintesis y secrecion Quimiotaxis

HBD-1 Células epiteliales de mucosa oral y nasal, Células dendriticas
glandulas salivares, intestino, piel, ojos, Constitutiva inmaduras
tracto urogenital, rifiones. Linfocitos T
Monocitos, macréfagos, queratinocitos.

HBD-2 Células epiteliales del intestino, triquea, Inducible en respuesta a Linfocitos T
utero, rifiones, pulmones, glandulas microorganismos Células dendriticas
salivales, mucosa oral y nasal. TNF-a, TL-1B y factores inmaduras
Monocitos, macréfagos, queartinocitos. de crecimiento. Células cebadas

Mastocistos

HBD-3 Células epiteliales del intestino, triquea, Inducible en respuesta a Monocitos
utero, rifiones, pulmones, glandulas microorganismos Células dendriticas
salivales, mucosa oral y nasal. TNF-a, IL-1B ¢ IFN-y Macréfagos
Monocitos, macréfagos, queartinocitos.

HBD-4 Células epiteliales en antro gastrico, Inducible en respuesta a Monocitos
testiculos y tracto respiratorio. estimulos inflamatorios Macréfagos

Tabla 2. Caractetisticas generales de las B-defensinas.




II. ANTECEDENTES

Durante el embarazo los TLRs y las HBDs se expresan en células especializadas del
sistema inmune, en células de los tejidos del tracto reproductor femenino y en células de los
tejidos extraembrionarios; sin embargo, sus patrones de expresion y sintesis varfan de acuerdo
a la edad gestacional y debido a algunas condiciones particulares como en el parto pretérmino

o el desarrollo de una infeccidn a nivel intrauterino o intramniotico.

2.1. EXPRESION DE TLRS Y HBDS EN EL APARATO REPRODUCTOR FEMENINO Y LA

INTERFASE MATERNO-FETAL.

2.1.1. Aparato reproductor femenino

En el tracto reproductor femenino se pueden apreciar dos compartimentos: el primero
que comprende a la vagina y el cérvix representa un ambiente “no estéril”, debido a que estan
en constante presencia de microorganismos como consecuencia de su proximidad al recto, en
este compartimiento se incrementa la expresion de HBD-2 y -3 en la vagina (Narvekar y cols.,
2007) y de TLR-2 en el tejido cervical (Pioli y cols., 2004). El endocérvix representa un sitio de
transicion hacia el segundo compartimento que comprende el endometrio y las tubas uterinas
que representa un ambiente estéril y en los cuales se expresan TLR-4, TLR-2 (Pioli y cols.,
2004) y las HBD-2, -3 y -4 (Narvekar y cols., 2007). La expresion de TLR-1, -3 y -6 (Fazeli y
cols., 2005) al igual que HBD-1 (Fleming y cols., 2003, Valore y cols., 1998) se ha identificado

en las células epiteliales de todo el tracto reproductor femenino en mujeres no embarazadas.

Por otra parte se han observado patrones de expresion de estos elementos de
inmunidad innata en relacién con las fases del ciclo menstrual; durante la fase proliferativa se
incrementa la expresion de HBD-4 y disminuyen los niveles de HBD-3 y -1(Fleming y cols.,
2003); durante la fase secretora se elevan los niveles de expresion de TLR 2, 3, 4 y 9 (Hirata y
cols., 2007, Aflatoonian y cols., 2007), finalmente durante la menstruacion, periodo en el que la
poblacién de neutréfilos muy densa en el endometrio, la HBD-2 muestra un pico de expresion
(Fleming y cols., 2003), en conjunto los datos sugieren que la expresion de estos elementos
pudiera estar regulada por hormonas sexuales, participando en el remodelado del endometrio y

otros tejidos gestacionales preparandolos para la implantacion del embrion.
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2.1.2. Placenta y Decidua

Los TLRs son expresados principalmente en células del trofoblasto placentario con un
patréon que varfa de acuerdo con el estado de diferenciacién de las mismas células y la edad
gestacional. Durante el primer trimestre del embarazo TLR-2 y -4 son expresados en el
citotofoblasto velloso y el trofoblasto extra velloso (Bejiar y cols., 2006). Para el tercer
trimestre de embarazo las células del sincitiotrofoblasto presentan inmunoreactividad para
TLR-2 y -4 (Holmlund, y cols., 2002, Bejiar y cols., 2006) asi como la expresion de RNAm de
TLR-6 (Mitsunari y cols., 2000).

La expresion de TLRs también ha sido reportada en otros tipos celulares de la placenta
a término como células de Hofbauer (Kumazaki y cols., 2004), células endoteliales y
fibroblastos que expresan TLR-4, mientras que TLR-2 se ha localizado en células endoteliales,

macréfagos y fibroblastos (Ma y cols., 2007).

Los diversos tipos celulares de la decidua (NK, células dendriticas y linfocitos), tienen
la capacidad de producir gran variedad de mediadores inflamatorios, en estas células se han
identificado TLR-1 a -10 durante el primer trimestre de embarazo (Krikun y cols., 2007) y
TLR-1, -2, -4 y -6 en el tercer trimestre (Canavan y Simhan, 2007). TLR-2 y -4 también se han
detectado en el infiltrado celular que incluye macréfagos y neutréfilos, sugiriendo una
participacién importante de estas células en la respuesta contra agentes infecciosos y/o el inicio

de trabajo de parto (Kim y cols., 2004).

2.1.3. Membranas fetales

Existen pocos estudios que hablen de la expresiéon de los TLRs en la membrana
corioamniotica con respecto a la edad gestacional o el trabajo de parto, la mayoria de los
trabajos donde se analiza la expresion de los TLRs son modelos de infeccion donde se estudia
la funcién del receptor frente a su agonista especifico. Sin embargo dentro de estos mismos
hay algunas referencias que son relevantes para nuestro trabajo; se ha identificado que TLR4 se
expresa difuso en el citoplasma de las células del epitelio amnidtico alrededor de las 10
semanas de gestacion, después de las 25 semanas su expresion se polariza hacia la superficie

apical (Adams y cols., 2007).
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2.2. SENAL Y FUNCION DE LOS TLRS YLAS HBDS EN COMPLICACIONES DEL EMBARAZO

2.2.1. Modelos de infecciéon

Tomando como base los estudios de la expresion de los diferentes TLRs en los tejidos
gestacionales, son TLLR2 y 4 los receptores que muestran una variacion mas notable de acuerdo
a variables normales del embarazo como edad gestacional y el perfil hormonal de la madre;
debido a que estos son los principales receptores para el reconocimiento de diversos PAMPs,
se ha estudiado su respuesta en la interfase materno-fetal empleando modelos de infecciéon que

recrean el ambiente de una infeccién intrauterina o corioamnioitis (CAM).

Wang y Hirsch (2003) han reportado que la expresion de TLR4 funcional es esencial
para la induccion del parto pretérmino por bacterias gram-negativas. Utilizando un modelo de
infeccién intrauterina en ratonas C3H/Hej (incapaces de expresar TLR4), observaron que
E.Coli induce el parto pretérmino en el 100% de ratonas del grupo control pero no es capaz de
inducitlo (0%) en el grupo C3H/Hej. Elovitz y cols., (2003) utilizando solo la endotoxina LPS
de las bacterias observaron resultados similares. Por otro lado Wang y Hirsch (2003) describen
un incremento de COX-2 en los tejidos maternos en ambos grupos, mientras que solo en el
grupo C3H/Hej observan una disminucién de la enzima catabolizadora de prostaglandinas
(PGDH) en tejidos maternos y extraembrionarios, por lo que concluyeron que TLR4 induce el

parto pretérmino al disminuir la degradacion de las prostaglandinas y no su sintesis.

Por otro lado la estimulacion de explantes de placenta humana del primer trimestre de
embarazo con LPS mostré que los trofoblastos a través de TLR4 producen una respuesta
inflamatoria  incrementando los niveles de citocinas, mientras que los Peptidoglicanos
reconocidos por TLR2 inducen apoptosis en los trofoblastos. En explantes de placentas a
término estimulados con LPS y Zymozan (agonista de TLR-2), se incrementé la produccion de
IL-6 e IL-8 (Holmlund y cols., 2002), indicando que el trofoblasto tiene la capacidad no solo
de reconocer los agentes patdgenos, sino de responder contra éstos, activando las células del

sistema inmune.
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En membranas corioamnioticas humanas a término estimuladas con LPS se demostré
que TLR-4 se expresa intensamente y de forma secuencial en la membrana apical, el citoplasma
y finalmente en el compartimiento basal, al respecto los autores sugieren que la expresion de
este receptor es un mecanismo para monitorear la presencia de patégenos en el liquido

amniético (Adams y cols., 2007).

2.2.2. Casos clinicos en el humano

La evidencia de la expresion de TLRs en complicaciones del embarazo muestra que la
expresion de la proteina TLR-4 se incrementa en el trofoblasto intersticial de pacientes con
preclampsia (Kim y cols., 2005) y en células de Hofbauer en casos de parto pretérmino y CAM
(Kumazaki y cols., 2004). En membranas fetales de pacientes sanas, la expresion de TLR-2 se
observa polarizada hacia la superficie basal del epitelio amniético sin embargo este arreglo se
pierde en casos de CAM e incrementan los niveles de mRNA tanto en los casos de parto a
termino, pretérmino y CAM (Kim y cols., 2004), por su parte HBD-1, -2 y -3 son expresadas a
nivel de proteina y RNAm, tanto en células del epitelio amnidtico como en trofoblastos de la

coriodecidua en membranas con trabajo de parto y parto pretérmino (King y cols., 2007, Stock

y cols., 2007).

Un estudio genético revelé una asociacion del polimorfismo Asp299Gly para el gen
TLR-4 con el incremento en el riesgo de parto pretérmino y por lo tanto con el incremento en
la probabilidad de desarrollar sepsis por gram-negativas (Lorenz y cols., 2002). El analisis
genémico del DNA de infantes portadores del polimorfismo del alelo de TLR2 (-
16934TA/AAY 2258GA/AA) presentaron periodos de gestacion mas cortos (Krediet y cols.,
2007). También se ha observado una asociaciéon entre el alelo T para TLR-4 399 con la
susceptibilidad del desarrollo de vaginosis bacteriana (Goepfert y cols., 2005) y el alelo G para
TLR-4 896 con un incremento en el pH vaginal, los niveles de Gardnerella vaginalis y la

concentracién de anaerobios gram-negativos (Genc y cols., 2004).
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ITI. HIPOTESIS

El trabajo de parto normal es un evento inmunolégico por lo tanto la expresion de TLR-2 y
TLR-4, asi como la secrecion de HBD-1, HBD-2 y HBD-3 se deben incrementar en el trabajo
de parto; sugiriendo que juegan un papel clave en la modulacién del proceso inflamatorio que

actia sobre las MC y los tejidos de la interfase materno-fetal, en el trabajo de parto.
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IV. OBJETIVO GENERAL

Determinar los cambios en la expresion de los receptores de inmunidad innata TLR-2 y TLR-4

y los niveles de secrecion de las HBD-1, HBD-2 y HBD-3 por las distintas poblaciones de las

MC, asociados al trabajo de parto.

4.1 OBJETIVOS PARTICULARES:

> Estandarizar las condiciones de aislamiento de las poblaciones celulares de las MC.

» Determinar la actividad metabdlica de las poblaciones celulares aisladas de las MC

como prueba de su viabilidad en cultivo.

» Determinar los niveles de IL-18 y TNF-o secretados iz wvitro por las diferentes

poblaciones celulares aisladas de las MC, como prueba de su funcionalidad en cultivo.
» Analizar el patrén de expresion en membrana celular de los receptores de TLR-2 y
TLR-4 en células aisladas del epitelio amnidtico y del corion de membranas

corioamnidticas con y sin trabajo de parto, mediante citometria de flujo.

» Analizar el patron de distribucion de los receptores de TLR-2 y TLR-4 en membranas

corioamnidticas con y sin trabajo de parto, mediante inmunohistoquimica.

» Cuantificar los niveles de secrecion iz vitro de HBD-1, -2 y -3 en cultivos celulares de

amnios y corion asilados de MC con y sin trabajo de parto, mediante ELISA.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 MATERIAL BIOLOGICO

Las MC utilizadas en el proyecto fueron tomadas de pacientes regulares del Instituto Nacional
de Perinatologia (INPer) sin antecedentes de infeccién intrauterina, producto unico y paridad
satisfecha con un periodo de gestaciéon de 37 a 40 semanas. Para la estandarizacion de las
condiciones de aislamiento cultivo celular se usaron MC de mujeres intervenidas por cesarea.
Para el analisis de TLRs y HDBs, se usaron MC de mujeres con fisiologfa de trabajo de parto
cuyo alumbramiento fue via vaginal y MC obtenidas por cesarea que no mostraran signos

clinicos de trabajo de parto, como grupo control.

Este proyecto de investigacién fue aprobado por el comité interno de Investigacién y Etica del

INPer (Codigo 212250-06101).

5.2 ANTICUERPOS Y REACTIVOS

Los anticuerpos monoclonales anti-TLR-4 (HTA125), anti-TLR-2 (TL2.1) biotinilados y

conjugados con fluoresceina (FITC) y ficoeritrina (PE) fueron comprados a Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, E.U.A.). Los anticuerpos monoclonales y policlonales anti-TNF-a

y anti- IL-1P con las proteinas recombinantes correspondientes se adquitieron a R&D systems
(Minneapolis, E.U.A.). Los anticuerpos anti-HBD-1, -2 y -3 se adquirieron a Peprotech

(Princeton, E.U.A.). En los ensayos se usaron reactivos y soluciones de grado analitico.

5.3. METODOS

5.3.1. Obtencion de muestras

Las MC fueron obtenidas de la unidad tocoquirdrgica en la sala de expulsion momentos
después del alumbramiento, para lo cual se separaron de la placenta y se colocaron en un
frasco con medio estéril Dulbecoco Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco-BRL, Bethesda,

E.U.A.) para ser transportadas al laboratorio.
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Se realiz6 un control microbiolégico de las muestras, utilizando el medio en el cual se
transportaron a laboratorio. El analisis incluy6é la busqueda de organismos anaerobios y
acrobios, incluyendo Ureaplasma urealyticunr, Micoplasma hominis y Gardnerrella vaginalis asociados a
infecciones cervicovaginales. Solo se usaron las muestras que no presentaron resultados

positivos de crecimiento bacteriano.

5.3.2. Aislamiento y cultivo de células.

Para estandarizar el método de aislamiento de las diferentes poblaciones celulares a partir de
MC a término, se emplearon tres tipos de enzimas colagenasas: I, I y IV a una concentracion
de 1mg/g de tejido, empleando DMEM con 10% SFB durante 3 h. A partir de estos primeros
ensayos se determino utilizar la colagenasa tipo IV con la cual se hicieron mas ensayos
variando la concentracién de la misma, el medio de cultivo utilizado para preparar la solucion

de digestién y el tiempo de digestion de los tejidos.

La efectividad de todos los ensayos se determiné por el rendimiento (10° células/g) y el

potrcentaje de viabilidad por tinciéon con azul tripan en una dilucion 1:10.

Los medios utilizados finalmente para el aislamiento y cultivo de cada poblacion celular fueron
especificos; se utiliz6 medio AmnioMax suplementado (Gibco-BRL, Bethesda, E.U.A.) para las
células del epitelio amnidtico y DMEM suplementado con 15% de suero fetal bovino, 1%

piruvato de sodio y 1% antibiético antimicético, para los trofoblastos obtenidos del corion.

El método finalmente se estandariz6 como de la siguiente manera: en la campana de flujo
laminar, las membranas se lavaron con solucién salina estéril hasta eliminar la mayor cantidad
de sangre, el corion se limpid con gasas estériles secas para retirar la capa gruesa de la decidua.
Posteriormente se separd el amnios del corion manualmente, ambos tejidos se lavaron por
ultima vez en solucién salina y se cortaron en trozos pequefios, finalmente se colocaron en el
medio de digestion de acuerdo al tipo celular AmnioMax o DMEM, preparado con 2 mg/ml
de colagenasa tipo IV (Sigma, St Louis, E.U.A.) y 1mg/ml de albumina de suero bovino (BSA)
por cada gramo de tejido. El tejido se incub6 a 37° C durante una 1 %2 h aplicando fuerza fisica

por pipeteo cada 30 min.
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Después del tiempo de digestion la suspension obtenida se filtré en una malla de gasa para
eliminar el tejido no digerido. Posteriormente la suspension se paso a través de filtros MACs
de 30pum para obtener una suspension celular pura. Esta suspension se centrifugd a 1439 xg
durante 3 minutos y el pellet celular se lavé con PBS 1X con 0.5% BSA y de nuevo se
centrifugd a 1439 xg durante 3 min, el pellet se resuspendié en 2ml de medio de cultivo

correspondiente a la poblacion celular.

La suspension celular se pasé por un gradiente de percoll (Sigma, St Louis, E.U.A.) con fases
de 5, 20, 40 y 60 % vy se centrifugd durante 20 minutos a 1279 xg, recuperando al término las
células suspendidas entre las fases de 20 y 40%, las cuales se suspendieron en el medio de
cultivo correspondiente a cada poblacion para lavarlas y eliminar el percoll. En las células
obtenidas se realiz6 un conteo y se determiné la viabilidad por tincién con azul tripan en una

dilucién 1:10 (Fig.5).

El origen y pureza de las células aisladas se determiné se caracterizé por su morfologia en el
cultivo. Las células del epitelio amnidtico presentan una forma cubica, mientras que los
trofoblastos se observan hexagonales y algunos autores describen que en cultivo estos

interaccionan entre si formando estructuras similares a sincicios (Kliman 19806).

Para los experimentos de expresion de TLR-2 y TLR-4 se utilizaron las células aisladas de
aquellos ensayos en que se obtuvo una viabilidad igual o mayor al 95%. Las células se
sembraron en cajas de 6 pozos con aproximadamente 1.2 x 10° células en 2ml de medio

correspondiente al tipo celular.

Los cultivos celulares se emplearon para diferentes pruebas variando el tiempo en que se
mantuvieron en incubacién a 37°C y 5% de CO,, para la determinaciéon de IL-1B3, TNF-a,
HBD-1, -2 y -3, por lo cual los medios se recuperaron y se mantuvieron a -70°C hasta su

posterior uso. La concentraciéon de proteinas en todas las muestras fue determinada con el

método de Bradford (1976).
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Fig. 5. Proceso de aislamiento celular. A) Las membranas se lavaron con solucion salina. B) Se retir6 de la decidua
materna con gasas secas estériles. C) Se separaron manualmente las capas adosadas: amnios y corion. D) Cada
tejido se cortd en trozos pequefios. E) Cada tejido se colocéd en solucion de digestion con coldgenasa IV por 1h a
37°C. E) Para ayudar a la digestioén del tejido se aplico fuerza por pipeteo. F) Para eliminar el tejido no digerido se
filtro la solucién con una malla de gasa y G) posteriormente con filtros MACs de 30 um. H) La solucién final se
hizo pasar por un gradiente de percoll donde se observaron 2 anillos celulares, el anillo menos denso se observé
entre las fases de 5y 20% conteniendo células muertas y detritus, mientras que en el anillo mas denso formado
entre las fases de 20 y 40% se encontraron las células de interés. I) El anillo de interés se tomé con cuidado por
pipeteo, se lavo para eliminar el percoll y obtener el boton celular. Las células se suspendieron en Medio DMEM
6 AmnioMax de acuerdo al tipo celular para su cultivo. (J) Se muestran células del epitelio amni6tico suspendidas
en medio AmnioMax observadas en microscopio invertido con el objetivo 40X.
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5.3.3. Viabilidad del cultivo celular

Para determinar la viabilidad celular en cultivo se utiliz6 el kit de viabilidad celular XTT (Roche
Diagnosis, Mannheim, Germany) que consiste en una prueba colorimétrica, basada en la
oxidaciéon de la sal amarilla de tetrazolio XTT (sodio3-1[fenilaminacarbonil) 3,4 tetrazolium]-
bis (4-metoxy-6-nitro) benceno hidrato acido sulfénico) a una sal de formazan de color
naranja, mediante una reacciéon catalizada por una deshidrogenada mitocondrial, esta

conversion solo puede ser hecha por células activas metabdlicamente.

Para el ensayo se cultivaron las células en cajas de 24 pozos, colocando la misma cantidad de
células en cada pozo (2.4 x 10°). Se agregaron 50 pl de la mezcla de reactivo XTT (acoplador
de electrones — sal XTT en proporciéon 1:50) al medio de cultivo por un periodo de 30
minutos en el cual se observo la reaccion y tras los cuales se recuperé el medio y se centrifugd
a 360 xg durante 1 minuto para eliminar células desprendidas. El cambio de color se cuantificd

mediante espectrofotometria a 450nm, en intervalos de 0, 12, 24, 36 y 48 horas de cultivo.

5.3.4. Determinacion de IL-1B y TNFa

Las concentraciénes de IL-1 y TNFa se cuantificaron mediante inmunoanalisis de ELISA
tipo sandwich, en microplacas de 96 pozos (Nunc Maxisorp, Dinamarca), siguiendo los
métodos del fabricante (Kit Duo Set ELISA, R&D Systems). Cada pozo fue cubierto con 100
pl de anticuerpo de captura a una concentracion de 4 pg/ml. La placa se incubé toda la noche
a temperatura ambiente; la fraccién no unida se removié mediante lavados con PBS- Tween
0.05%; posteriormente se bloqueé con 300 pl por pozo de agente diluyente por 1 hora a

temperatura ambiente.

Después se lavaron las placas con PBS-Tween 0.05%, se hizo una curva estindar con IL-1f3

recombinante humana cuya sensibilidad fue de 4 pg/ml en un intervalo de 4 a 256 pg/ml. La
curva estaindar de TNFo recombinante humana, tuvo una sensibilidad de 3.91 pg/ml en un

rango de 15 a 960 pg/ml.
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Un volumen de 100 pl de cada estandar o muestra se incubd por 2 horas a temperatura
ambiente. Posteriormente se lavaron las placas con PBS-Tween 0.05%, para agregar 100 ul de
anticuerpo de detecciéon a una concentraciéon de 300 ng/ml incubandolo por 3 horas a
temperatura ambiente. Después de lavar nuevamente las placas se agregaron 100 pl de
conjugado estreptavidina-HRP durante 20 minutos, tras los cuales se lavaron las placas por
ultima vez con PBS-Tween 0.05% y se agregaron 100 pl del substrato por 20 minutos
protegiéndolo de la luz, la reaccién se detuvo agregando 50 pl de solucién 2N H,SO,, tras lo

cual las placas se leyeron a 450 nm en un lector de microplacas (Dynatech MR500).

5.3.5. Determinaciéon de TLR -2y -4 en la membrana celular

Las células aisladas mediante la Colagenasa IV se colectaron en tubos de 5 ml de fondo cénico
y se centrifugaron a 2500 rpm durante 5 minutos, el pellet celular se lavé con PBS-EDTA

(PBS 1x, 2% EDTA y 0.5% BSA) y se centrifugd nuevamente a 2500 rpm durante 5 minutos.

Las células se marcaron con anticuerpos monoclonales conjugados con FITC y PE para TLR-
4 y TLR-2 en una dilucién 1:20 en PBS-EDTA y se incubaron durante 1 hora a 4°C protegidas
de la luz, a los controles de autofluorescencia no se les agregd ningin anticuerpo. Terminado el
tiempo de incubacion las muestras se lavaron con PBS-EDTA y se fijaron con 100 pl de una
solucion de paraformaldehido al 4% (Kit IntraPrep, Beckman Coulter, Brea, E.U.A.) durante
15 minutos a temperatura ambiente protegidas de la luz, posteriormente se lavaron las
muestras con PBS-EDTA, finalmente las células se suspendieron en 1ml de PBS-EDTA vy se
guardaron a 4°C protegidas de la luz para su lectura en el citometro de flujo (Beckman Coulter,

Brea, E.U.A)).
5.3.6. Analisis Inmunohistoquimico para TLR-2 y TLR-4
Para el analisis del patrén de expresion de TLR-2 y TLR-4 en el tejido, se utilizaron los

anticuerpos monoclonales TLR-4 y TLR-2 y el kit de deteccién Vectastain Elite ABC (Vector
Laboratories, Burlingame, E.U.A.).
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Los cortes de las MC fijados en paraformaldehido al 4% y embebidos en parafina, se
desparafinaron en xilol y se hidrataron con lavados de 5 minutos de xilo-etanol absoluto (1:1) y

grados decrecientes de etanol: 100, 96, 70, 50 y 30% y finalmente con agua bidestilada.

La actividad de la peroxidasa endégena se bloqued con una incubacién de 20 minutos con
H,O, al 0.3%, terminado este tiempo de incubaciéon se lavaron las muestras con PBS. El
bloqueo con suero se aplicé durante 1 hora a temperatura ambiente en camara humeda y
. . o . o
posteriormente las muestras se incubaron toda la noche a 4°C con el anticuerpo primario a una
concentracién de 10 pg/ml. Para el control negativo se utilizé6 PBS-BSA 1% en lugar del

anticuerpo.

Las muestras se lavaron con PBS y se incubaron con el anticuerpo secundario biotinilado por
30 minutos, se lavaron nuevamente con PBS y se incubarén con el complejo avidina-biotina-
peroxidasa (ABC) por 30 minutos, las muestras nuevamente se lavaron en PBS, y finalmente se
revelaron las proteinas inmunoreactivas con la adicién de 3-3” diaminobenzidina (DAB, Sigma,
St Louis, E.U.A.) por 10 minutos. La reaccién se paré con un lavado en agua destilada de 5
minutos y posteriormente un lavado en PBS de 5 minutos. Se hizo una contra tincién del
nucleo celular con hematoxilina durante 1 minuto, el exceso de hematoxilina se lavé con agua
corriente y finalmente los cortes se deshidrataron con lavados de etanol en grados crecientes a
partir de 70, 96 y 100%, etanol absoluto-xilol (1:1) y finalmente xilol, se montaron en humedo

con medio no acuoso (Entellan, Hatfield, E.U.A.) y se analizaron por microscopia de luz.

5.3.7. Determinacion de HBD-1, HBD-2 y HBD-3.

Los niveles de secrecion de las HBDs se cuantificaron mediante ELISA siguiendo el método

del fabricante (Kit anti- HBD, PrepoTech) en placas de 96 pozos (Nunc Maxisorp,
Dinamarca). Las placas fueron cubiertas con 100 pl del anticuerpo de captura a una
concentracién de 0.5 pg/ml para HBD-1 y -3 y de 0.25 pg/ml para HBD-2 incubando toda la
noche a temperatura ambiente. Posteriormente las placas se lavaron con PBS-Tween para

remover las fracciones no adheridas y se bloquearon con 300 pl de PBS-BSA 1% durante 1

hora a temperatura ambiente.
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Las placas se lavaron con PBS-Tween 0.05% vy se realizaron las curvas estandar usando
anticuerpos recombinantes. La curva estandar de anti-HBD-1 recombinante tuvo una
sensibilidad de 0.2 pg/ml en un intervalo de 4 a 1000 pg/ml, para anti-HBD-2 recombinante
la sensibilidad fue de 0.002 pg/ml en un intervalo de 8.0 a 1000 pg /ml y anti-HBD-3

recombinante tuvo una sensibilidad de 0.03pg/ml en un intervalo de 4.0 a 1000 pg/ml.

Se agregaron 100 pl de cada estandar o muestra en los pozos y se incub6 la placa durante 2
horas a temperatura ambiente. Posteriormente se lavaron las placas para agregar 100 ul de
anticuerpo de deteccién a una concentracién de 0.5 pg/ml incubdandolo por 2 horas a
temperatura ambiente. Después de lavar las placas se agregaron 100 pl de conjugado avidina-

HRP durante 30 minutos, tras los cuales se lavaron las placas y se agregaron 100 pl del
substrato ABTS por aproximadamente 45 minutos protegiéndolo de la luz, una vez observado

el cambio de color, las placas se leyeron a 405 nm en un lector de microplacas (Dynatech

MR500).

5.3.8. Analisis estadistico
La comparacion entre los diferentes grupos se hizo mediante una prueba no paramétrica de
ANOVA de Kruskal-Wallis en las que una P< 0.05 se consideré significativa. La expresion

grafica y tabular de los resultados muestra los promedios y su desviacion estandar.
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VI. RESULTADOS

6.1. VALIDACION DEL MODELO

6.1.1. Estandarizacion del aislamiento celular

Para obtener el mayor numero de células posibles y cultivos puros de las principales

poblaciones celulares a partir de MC se hicieron ensayos de digestiéon de la MEC con tres

diferentes enzimas (Tabla 3). De estos ensayos se determiné utilizar la colagenasa tipo IV por la

alta viabilidad que se obtuvo y por las caracteristicas de esta enzima de degradar el principal

componente de las MC colagena tipo IV. Las células aisladas se caracterizaron por la

morfologia que presentaron en el cultivo (Figura 6).

RENDIMIENTO
TRATAMIENTO % VIABILIDAD
10 6 células /g
a) colagenasa tipo I
1mg/g de tejido X 3 h 0.92 52
b) colagenasa tipo II
1mg/g de tejido X 3 h 0.7 34
c) colagenasa tipo IV
1mg/g de tejido X 3 h 0.61 54
1mg/g de tejido X 2h 0.69 68
1mg/g de tejido X 1h 0.04 84
2mg/g de tefido X 1h 3.9 84
DMEM con 10% SFB
2mg/g de tejido X 1h 5.1 93
DMEM con 15% SFB *
2mg/g de tejido X 1h 4.6 92

AmnioMax ¢

Tabla 3. Variaciones en el método de digestion enzimatica de la MEC para la obtencién de células a partir de MC.
Se indican el medio y la enzima con los cuales se estandarizé el método para la obtencion de los trofoblastos (*) y

células del amnios (¢) que se utilizaron en los posteriores experimentos.
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Figura 6. Cultivos de 48h de células obtenidas con colagenasa tipo IV a partir de MC a término. El origen y pureza de las
células se caracterizé por motfologia. A: se observan las células aisladas del epitelio amnidtico con una forma cibica. B: se
observan los trofoblastos aislados con una morfologfa hexagonal.

6.1.2. Viabilidad celular

Con el objetivo de garantizar la viabilidad de las células aisladas de las membranas
corioamnioticas se hicieron pruebas de la actividad metabdlica mitocondrial a las células del
amnios y del corion mantenidas en cultivo durante 48 horas. Esta prueba permitié6 demostrar
que después de ser aisladas, la actividad metabdlica de las células amnidticas en cultivo
disminuy6 a las 24 horas, este cambio fue atribuido a las condiciones del cultivo, ya que si bien
la viabilidad disminuyo las células que permanecieron en cultivo se mantuvieron viables y
metabdlicamente activas hasta las 48 horas. Por otro lado las células del corion mantienen sus

niveles de actividad metabolica estables durante las 48h después de ser aisladas (Figura 7).

0.24 - Prueba de Viabilidad celular
0.22 4
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—4A— Corion

0.18 4
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0.14 4
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0 16 24 32 48
Horas de cultivo

Figura 7. Prueba de viabilidad en células aisladas de MC controles sin trabajo de parto, utilizadas para la validacion
del modelo (MC n=3, cada ensayo fue hecho por triplicado), se indica las diferencias significativas de cada
poblacién respecto al tiempo 0 (*P<0.01).
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6.1.3. Funcionalidad celular

Con la finalidad de asegurar que las células aisladas mantienen 7z vitro su capacidad para
secretat moduladores pro-inflamatorios como  IL-1f y TNFo como prueba de su

funcionalidad, se procedi6 a caracterizar el perfil de secrecion de estas dos citocinas.

6.1.3.1. Petfil de secrecion de IL-15

El perfil de secrecién de IL-1P en el amnios muestra una tendencia a incrementar de manera
dependiente del tiempo; sin embargo, este incremento no fue significativo con respecto al
tiempo cero (P=0.215), retornando al nivel basal a las 48 horas.

Los niveles de secrecién del corion fueron significativamente (P < 0.01) superiores a la del
amnios. La secrecién de IL-1B no mostré cambios significativos, manteniéndose en niveles

estables durante las 48 h de cultivo (Figura 8).
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0.8 ~
corioamnioticas en cultivo
HEE Amnios
¢ [ Corion
= 0.6 ¢
K=
: l
=}
=t
a
S o
& 0.4 A -
g
~
Y
o
-
=
= 0.2 4
0 24 36 48

Horas de Cultivo

Figura 8. Concentracion de IL-1B en el medio de cultivo de amnios y de cotion de MC controles sin trabajo de
parto, utilizadas para la validacién del modelo (MC n=3, cada ensayo fue hecho por triplicado). Se indican las

diferencias significativas de cada poblacién respecto al tiempo 0 * y entre grupos ¢.(P<0.01)

Pagina | 36



6.1.3.2. Petfil de secrecion de TNF-a.

El perfil de secreciéon de TNF-o en el amnios muestra que la produccion de esta citocina es
practicamente indetectable en el tiempo cero, es después de 24 horas en cultivo que la
concentracién en el medio muestra un incremento significativo (P < 0.01); sin embargo, esta
tendencia se revierte de una manera dependiente del tiempo hasta que a las 48 horas se retorna
a los niveles basales.

En el corion el perfil de secreciéon de TNF-a incrementa significativamente (P < 0.01) durante
las 24 horas, para posteriormente retornar a un valor cercano al basal entre las 36 y 48 horas

Los niveles de secreciéon del corion fueron significativamente (P < 0.01) superiores a la del

amnios. (Figura 9).
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Figura 9. Concentracion de TNFa en el medio de cultivo de amnios y de corion de MC controles sin trabajo de
parto, utilizadas para la validacién del modelo (MC n=3, cada ensayo fue hecho por triplicado). Se indican las
diferencias significativas de cada poblacién respecto al tiempo 0 * y entre grupos ¢ (P<0.01).
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6.2. EXPRESION DE LOS RECEPTORES DE INMUNIDAD INNATA TLR-2y TLR -4.

6.2.1. Analisis por citometria de flujo

La expresion de los resultados en esta seccion se hizo mediante porcentajes de células positivas
para TLR-2 y/o TLR -4 (Figura 10). Comparado con las condiciones control, la poblaciéon de
células amnibticas aisladas de membranas con trabajo de parto presentan un porcentaje
significativamente mayor (p<0.05) de células positivas para TLR-2. Sin embargo, las células del
corion permanecen sin cambio después del trabajo de parto (p=0.1).

Por otro lado el patron de expresion de TLR-4 en las células del epitelio amnibtico después del
trabajo de parto también mostré un incremento significativo (p<0.05) mientras que en las del

corion no hubo diferencia (p=0.3) en relacion al trabajo de parto (Tabla 4).

AMNIOS CORION
Control Trabajo de parto Control Trabajo de parto
TLR-2 gk
0.3% ki 0.2%
TLR2 FITC ‘ " onemc {lnz FITC TLR FITC
K £ g
TLR-4 :
0.1% 0.1% 0.1% 0%
TLR4 PE TLRA PE ) TLR4 PE TLR4 PE

Figura 10. Diagramas representativos del analisis de citometria de flujo de las células aisladas de las MC con y sin
trabajo de parto; el area gris representa la sefial de autofluorescencia, el area verde representan la sefial positiva de
la poblacion.
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AMNIOS CORION

Control sin Trabajo de Parto Control sin Trabajo de parto
Trabajo de Parto Trabajo de Parto
TLR-2 0.37 £ 0.14 0.82 + 0.31% 0.16 £ 0.10 0.13+0.21
TLR-4 0.10 £ 0.01 0.22 + 0.06* 0.12 + 0.02 0.10 + 0.01

Tabla 4. Se representan los valores promedios del porcentaje de la sefial positiva para TLR-2 y TLR-4 de células
aisladas del amnios con (n=7) y sin trabajo de parto (n= 3) y del corion de MC con (n=4) y sin trabajo de parto

(n= 3, *P<0.05).

6.2.2. Inmunolocalizacion tisular de TLR-2 y TLR-4.

El analisis por inmunohistoquimica muestra que el patréon de immunoreactividad de TLR-2 y
TLR-4 es claramente diferente antes y después del trabajo de parto.

En las membranas control sin trabajo de parto, no se detecté inmunoreactividad para los
receptores TLR-2 y TLR-4.

En las membranas con trabajo de parto, el epitelio amnidtico mostré una fuerte
inmunoreactividad para TLR-2 y TLR-4 tanto en el citoplasma como en la membrana celular.
Los trofoblastos del corion mostraron un patrén desigual de inmunoreactividad, TLR-2 se
localizo distribuido en el citoplasma, mientras que la sefial de TLR-4 se localiz6 principalmente

en la membrana (Figura 10y 11).
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Figura 10. Imagenes representativas de la inmunohistoquimica en cortes semifinos (1um) de MC. No se detect6
inmunoreactividad para TLR-2 y TLR-4 en las MC sin trabajo de parto (grupo control) n=3 (A y B). En MC con
trabajo de parto la inmunoreactividad para TLR-2 y TLR-4 se detect6 tanto en células del epitelio amnidtico,
como en los trofoblastos del corion n=4 (C y D). Se muestran los controles negativos a los que no se les puso
anticuerpo primario (E y F). El aumento original de las imagenes es de 20x.
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Figura 11. Inmunoreactividad en las células del epitelio amniético de TLR-2 (A) y TLR-4 (B) en el citoplasma y
membrana celular. En los trofoblastos muestran la sefial de TLR-2 en el citoplasma (C) y de TLR-4 en la
membrana celular (D). El aumento original de todas las imagenes es 40x.
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6.3. SECRECION DE PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS

La concentracion de HBD-1 en el medio de los cultivos celulares de amnios y corion no
muestra diferencia entre el grupo de trabajo de parto y el grupo control sin trabajo de parto,
demostrando que su expresion es constitutiva.

Mientras que las concentraciones de HBD-2 y -3 secretadas por células aisladas de MC con
trabajo de parto, mostraron un incremento significativo (p<0.05) a las 24 horas de cultivo,
comparadas las concentraciones secretadas por células aisladas de MC sin trabajo de parto..
Particularmente las células del epitelio amnidtico secretaron 10 veces mas HBD-2 y 20 veces
mas HBD-3, en tanto los trofoblastos del corion secretaron 20 veces mas HBD-2 y hasta 40

veces mas HBD-3 a las 24 horas de cultivo (Tabla 5).

AMNIOS CORION
Control sin Trabajo ~ Trabajo de Parto Control sin Trabajo Trabajo de Parto
de Parto de Parto
HBD-1 0.378 +£0.032 0.316 £0.035 0.348 +0.030 0.411 £0.06
HBD-2 0.002 +0.006 0.017 +0.005% 0.001 £0.008 0.024 +0.002%
HBD-3 0.038 £0.006 0.64840.071% 0.022 +0.006 0.811 +0.251%

Tabla .5. HBD-1, -2 y -3 pg/mg de proteina total a las 24 h en el medio de cultivo de células aisladas de MC (n=3,
tomando tres replicas para cada ensayo) se indican las diferencias significativas entre el grupo de trabajo de parto y
el grupo control sin trabajo de parto (¥*P<0.05)
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VII. DISCUSION

El curso exitoso del embarazo desde la implantacion hasta el inicio del trabajo de parto es el
resultado de distintas estrategias inmunoldgicas que convergen en la unidad feto-placentaria

permitiendo que el feto crezca y se desarrolle en un ambiente inmunolégicamente privilegiado.

Parte clave de estas estrategias consiste en el re-direccionamiento de las células del sistema
inmune materno hacia un perfil donde sus propiedades citotoxicas son inhibidas y la tolerancia

hacia los antigenos fetales es promovida (Hunt, 2000).

Estos mecanismos de tolerancia hacia el feto no comprometen la capacidad del sistema
inmune materno ni de los tejidos embrionarios y extraembrionarios para responder rapida y
eficientemente ante cualquier reto inmunoldgico o infeccioso que represente un peligro. La
inmunidad innata constituye la primera linea de defensa de los diferentes tejidos de la interfase
materno-fetal y su regulaciéon es clave para poder coordinar cualquier tipo de respuesta

inmunoldgica.

Los receptores tipo Toll (TLR’s) y los petidos anti-micoribanos naturales son elementos clave
de la inmunidad innata, y existen evidencias experimentales que demuestran que su sintesis,
activacion y secrecion juegan un papel estratégico en los distintos tejidos del tracto reproductor

femenino antes y durante el embarazo (Aflatoonian y cols., 2007; Fleming y cols., 2003)

En los tejidos extra-embrionarios como la placenta y las membranas corioamnidticas, su
sintesis y secrecién basal ha sido atribuida a la capacidad innata de estos tejidos para defender y
de ser necesario contener posibles procesos infecciosos durante el embarazo (Kumazaki y

cols., 2004; King y cols., 2007).

La activacion de estos receptores representa un eslabon clave en la modulacion de sefales pro-
inflamatorias que encienden y mantienen la progresion del trabajo de parto (Krediet y cols.,
2007), evento eminentemente pro-inflamatorio en el que se regulan positivamente distintos

factores efectores como MMP’s y PG’s a partir de la secrecion de citocinas pro-inflamatorias

como IL-1B, TNFa, I1-6 e IL.-8 (Peltier, 2003).
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El presente trabajo tuvo como objetivo caracterizar el patrén de expresion de los receptores
TLR-2 y TLR-4, asi como los perfiles de secrecion de las HBD -1, HBD-2 y HBD-3 en células
del epitelio amnidtico y trofoblastos del corion aislados a partit de MC humanas a término

con y sin trabajo de parto.

La obtencién de células epiteliales del amnios y de trofoblastos del corion, requirié la
estandarizacion y validaciéon de un protocolo que permitiera separar y purificar a estas dos
poblaciones partiendo de una misma membrana. Las caracteristicas morfologicas que
presentaron las poblaciones, nos permitieron asegurar que el método de separaciéon manual del
amnios y el corion, asf como el uso de un gradiente de percoll para separar los diversos tipos
celulares presentes en las capas histolégicas de ambos tejidos, resulto eficiente en la obtencién

de las células de nuestro interés.

Después del proceso de aislamiento las dos poblaciones fueron sometidas a pruebas de

viabilidad celular y funcionalidad 7# vitro. Estas pruebas permitieron determinar que los
experimentos para la caracterizacion de los perfiles de sintesis/secreciéon de TLR’s y [-

defensinas tendrfan que hacerse dentro de las primeras 24 horas inmediatamente después del

proceso de purificacion, lo que nos permitié garantizar el uso de células viables y funcionales.

Los datos obtenidos por medio de la citometria de flujo mostraron que en comparaciéon con la
misma poblacién celular proveniente de MC de cesarea sin trabajo de parto, las células del
epitelio amnibtico aisladas de MC con trabajo de parto activo incrementan en forma
significativa los niveles de expresiéon de TLR-2 y TLR-4. Por otro lado el patron de expresion
de estos receptores no cambi6 significativamente en la poblacién de trofoblastos del corion de

MC con trabajo de parto activo.

Una de las razones por las que se obtuvieron valores tan bajos de la sefial positiva en el analisis
port citometria de flujo, pudo deberse a que el proceso de digestion enzimatica utilizado para el
aislameniento de las células, alterd la integridad de los receptores presentes en la membrana
celular, o bien que la disociaciéon celular dirigiera una internalizacién de los receptores por
esta razon fue que decidimos analizar el patrén de inmunoreactividad de estos receptores

mediante inmunihistoquimica, utilizando cortes histolégicos de las mismas membranas.
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Los resultados mostraron que ni el epitelio amnidtico, ni el epitelio coridnico de las
membranas control fue posible detectar inmunoreatividad positiva para TLR-2 y TLR-4; sin
embargo, las membranas con trabajo de parto mostraron en el epitelio amnidtico fuerte
inmunoreactividad para ambos receptores, tanto en membrana celular como en el citoplasma.
Los trofoblastos del corion mostraron un patrén de inmunoreactividad diferencial ya que
formas inmunoreactivas de TLR-2 estuvieron mas claramente distribuidas en el citoplasma,

mientras que la sefial de TLR-4 estuvo distribuida principalmente en la membrana celular.

La sefial de TLR-2 en el citoplasma puede considerarse como una sefal de que este receptor ha
sido activado, en las células epiteliales del intestino se ha visto que el TLR-4 al activarse por el
reconocimiento de su agonista se transloca hacia el citoplasma, aunque se desconoce el

mecanismo de internalizaciéon (Hornef y cols. 2002).

Estos resultados coinciden con parte de lo publicado por Kim y cols. (2004), quienes han
asociado el incremento en la expresion de RNAm y de inmunoreactividad de TLR-2 y TLR-4

en el epitelio amniético de membranas en el trabajo de parto y el parto pretérmino.

Una caracteristica de los epitelios es que sus células presentan una polarizacion basal-apical, ya
que separan compartimentos de diferente composicion quimica; en este sentido Kim y cols.
(2004) observaron que en el epitelio amnidtico, la sefial de TLR-2 en membranas con parto
pretérmino se localizé en la regién basal, pero en aquellas que ademas de parto pretérmino
desarrollaron una infecciéon la sefial se localizé6 en el citoplasma, es decir estas células
mostraron una distribucion diferente de la sefial para TLR-2 en funcién al desarrollo de una

corioamnioitis.

Por otro lado Adams y cols. (2006) describieron una respuesta muy similar del amnios via
TLR-4 en un modelo de estimulacién ex vivo con LPS, en el que se observé la traslocacion de
este receptor desde la region apical del epitelio amnidtico a través del citoplasma, hacia la

region basal que esta en contacto con la corodecidua.
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Estos datos nos permiten concluir que durante el trabajo de parto, si bien los trofoblastos del
corion expresan TLR-2 y TLR-4, son las células del epitelio amnidtico las que problamente
regulan algunas de las vias de sefializaciéon provenientes de la cavidad amnidtica y por lo tanto
del feto, ya que ademas de expresar ambos receptores, otros autores han demostrado que estos
tienen la capacidad de reorientar espacialmente esta expresion. Sin embargo el hecho de que
los trofoblastos del corion no presenten esta capacidad de polarizacién no descarta su

participacion en la modulacion de una respuesta inmunoldgica.

Existen evidencias de que comparado con la regién coriodecidual, el amnios tiene una
capacidad limitada en la secreciéon de factores pro-inflamatorios; sin embargo, tiene la
capacidad de transducir seflales capaces de promover y coordinar la sintesis de factores pro-

inflamatorios por parte de otras poblaciones celulares de la misma membrana (Zaga y cols.,

2004).

Durante el trabajo de parto el amnios es la region de las membranas corioamnidticas que
presenta una mayor permeabilidad y una mayor producciéon de PGE, ya que aqui hay poca
actividad de la 15-hidroxiprostaglandina deshidrogenasa (15-PGDH), enzima que cataliza el
primer paso en la inactivacion de las PGs (Nakla y cols., 19806). Se ha visto que la expresion de
un TLR-4 funcional es necesaria y actua no en la sintesis de PGs, sino regulando una menor
degradacion de las mismas al disminuir los niveles de la 15- PGDH durante el parto

pretérmino por el reconocimiento de patégenos involucrados en la corioamnioitis (Wang y

Hirsch, 2003).

Algunos otros estudios han revelado la presencia de polimorfismos de TLR-2 y TLR-4 que han
sido asociados con periodos de gestacion mas cortos y el riesgo a desarrollar parto pretérmino,
asi como una susceptibilidad a desarrollar una infecciéon por bacterias (Lorenz y cols., 2002;
Krediet y cols., 2007). Adicionalmente, existe evidencia de que TLR-4 puede reconocer
moléculas endégenas del hospedero como fibronectinas, colageno y proteinas de choque
térmico, lo cual sugiere que este puede reconocer sefiales de riesgo que no necesariamente
estan relacionadas con procesos de infeccion y si con procesos de dafio celular, iniciando la

respuesta de procesos de inflamacién en tejidos estériles (Kaczorowski y cols., 2008).

Pagina | 46



La capacidad de las distintas poblaciones celulares de las membranas corioamnidticas para
responder a distintos estimulos via estos receptores ha sido previamente estudiada y se ha
demostrado que tanto TLR- 2 (Abrahams y cols., 2005) y mas recientemente TLR-4 (Equils y
cols., 2000) estan involucrados en las vias de sefializacién que inducen apoptosis, proceso que
contribuye al debilitamiento de las membranas corioamnioticas durante el trabajo de parto

normal y bajo condiciones patolégicas (Arechavaleta y cols., 2002).

Los receptores tipo Toll, son clave en la induccién de la secreciéon de moduladores pro-
inflamatorios tales como IL-1fB, IL-6, 1I-8 y TNFa, que son secretados tanto por tejidos
maternos como fetales que regulan la expresion de otros mediadores que favorecen el trabajo
de parto, entre los que se encuentra la ciclo-oxigenasa -2 (COX-2) que modula la sintesis de

PG’s y la secrecion de diferentes MMPs.

Otro elemento clave que puede contribuir e incrementaren los niveles de moduladores pro-
inflamatorios en la unidad feto-placentaria durante el trabajo de parto son las moléculas con
capacidades antimicrobianas, entre ellas las HBDs. Existen evidencias de que estos péptidos
son secretados principalmente por células epiteliales, ademas de que atraen y activan células
inflamatorias tales como neutrofilos, células B y macroéfagos; las cuales, una vez activadas
secretan mas moduladores proinflamatorios que regulan positivamente a los péptidos

antimicrobianos (Bals, 2000).

La participacion de estos péptidos antimicrobianos en la interfase-materno fetal es un campo
que comienza a investigarse. King y cols., (2007) han reportado que la inmunoreactividad de
las HBD-1, -2 y -3 esta presente en las membranas corioamnioticas al final de la gestacion sin
diferencias asociadas al inicio de trabajo de parto normal. Sin embargo la expresion de RNAm
y la secrecion i vitro de HBD-2 y -3 por los trofoblastos del cotion (King y cols., 2007) las

células del epitelio amniético (Stock y cols., 2007) incrementa cuando son estimulados con IL-

1B y TNF-a.

La incongruencia de estos resultados con los nuestros puede deberse a que se utilizaron

técnicas diferentes, siendo la ELISA una prueba cuantitativa y que fue la que nosotros

Pagina | 47



empleamos para observar las diferencias en la secrecion de HBDs al medio de cultivo, mientras

que King y cols., reportaron la expresion de HBDs a nivel de proteina en las células

Por otra parte Soto y cols. (2007) estudiaron la presencia de estos péptidos antimicrobianos
especificamente en el ambiente fetal, analizando los niveles de secrecion de la B-defensina-2 en
muestras de liquido amnidtico de pacientes con diferentes diagnosticos. Los datos observados
en su estudio muestran que la secrecién de B-defensina-2 esta presente en liquido amnidtico
desde el segundo trimestre de embarazo y no es incrementado con la edad gestacional. En
relacion a los diferentes diagnosticos, el incremento significativo se ve asociado a procesos de
infeccién intramnidtica, sin embargo hay una ligera tendencia a incrementarse en relacion al
trabajo de parto. Soto y cols. sefialan que los niveles de B-defensina-2 pueden ser producto de
la secrecion no solo de las membranas corioamnidticas, sino de la piel y otros epitelios del feto

en respuesta a la infeccion.

Los resultados obtenidos en el presente estudio demostraron que en comparacién con las
condiciones control los niveles de secrecidén i vitro de la HBD-1 tanto en las células amnios
como en los trofoblastos del corion, se mantienen sin cambios significativos después del

trabajo de parto. El patrén constitutivo de esta defensina ha sido previamente demostrado en

células trofoblasticas del cotion tratadas con IL-13 y TNF-a (King, et. al. 2007).

A diferencia de la HBD-1, los niveles de secrecién in vitro de HBD-2 y HBD-3 fueron
significativamente superiores en los cultivos de células amnidticas y trofoblastos aislados de
membranas con trabajo de parto. Es interesante el hecho de que la secrecion basal de ambas
defensinas por las dos poblaciones celulares fue similar; sin embargo, después del trabajo de
parto la secreciéon de HBD-3 se increment6 significativamente, ademads de que los trofoblastos

fueron la poblacién mas activa en la secrecion de esta defensina.
El incremento en la expresiéon de receptores TLR2 y TLR4 principalmente en la region

amnidtica y el incremento en la secreciéon de HBD-2 y HBD-3 tanto por las células del amnios

como los trofoblastos del corion durante el trabajo de parto, le confiere a estos elementos de
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la de la inmunidad innata un papel clave en la compleja red de sefiales que modula en forma

autocrina y paracrina la secrecién de factores pro-inflamatorios en la unidad feto-placentaria.

Evidencias preliminares en nuestro laboratorio sefialan a la existencia de una respuesta
diferencial de las distintas poblaciones celulares de las membranas corioamnidticas ante
distintos estimulos inmunolégicos e infecciosos (Zaga-Clavellina y cols., 2007). Bajo estas
circunstancias las membranas corioamnidticas humanas se encuentran posicionadas
estratégicamente no solo para mantener el privilegio inmunolégico de la cavidad uterina, sino
que una vez llegado el momento, pueden responder de forma coordinada a distintas sefiales de
origen materno y fetal y comenzar a contribuir con la secreciéon de factores pro-inflamatorios
que eventualmente activan otros moduladores efectores que favorecen la activaciéon del
miometrio, la contractibilidad uterina, dilataciéon cervical y finalmente la ruptura de las

membranas corioamnidticas.
La coordinacion de todos estos eventos son clave durante el inicio y progresion del trabajo de

parto y su alteracion en tiempo espacio puede resultar en una condiciéon patoldgica que pone

en riesgo la viabilidad del producto.
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CONCLUSIONES:

DURANTE EL TRABAJO DE PARTO EL PATRON DE EXPRESION DE LOS
RECEPTORES TLR-2 Y TLR-4 INCREMENTA TANTO EN LAS CELULAS
AMNIOTICAS COMO EN LOS TROFOBLATOS DE LAS MEMBRANAS
CORIOAMNIOTICAS HUMANAS.

DURANTE EL TRABAJO DE PARTO LAS CELULAS DEL EPITELIO
AMNIOTICO MUESTRAN INMUNOREACTIVIDAD PARA TLR-2Y TLR-4 EN
LA MEMBRANA CELULAR'Y EL CITOPLASMA.

DURANTE EL TRABAJO DE PARTO LOS TROFOBLATOS MUESTRAN
INMUNOREACTIVIDAD PARA TLR-2 EN EL CITOPLASMA Y TLR-4 EN
MEMBRANA.

LOS NIVELES SECRETADOS DE HBD-1 POR LAS CELULAS DEL EPITELIO
AMNIOTICO Y LOS TROFOBLASTOS DEL CORION NO MUESTRAN
CAMBIOS SIGNIFICATIVOS ASOCIADOS AL TRABAJO DE PARTO.

DURANTE EL TRABAJO DE PARTO LAS CELULAS DEL EPITELIO
AMNITICO Y LOS TROFOBLASTOS DEL CORION SECRETAN NIVELES
SIGNIFICATIVAMENTE SUPERIORES DE HBD-2'Y HBD-3.

LOS TROFOBLASTOS DEL CORION FUERON LA POBLACION MAS

ACTIVA EN LA SECRECION DE LA HBD-3 DESPUES DEL TRABAJO DE
PARTO.
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CAM
COX-2
GM-CSF
FITC
HBDs
HCG
HLA
hPGH
HPL
HSP60/70
IFN-y
1L

LT
LIF
LILRB
LPS
MAL
MCH
MD-2
MEC
MHC
MMPs
MyD88
NAPs
NF-kb
NK

P4
PAMPs
PE
PGs
PIBF
PRRs
SLPI
Th

TIR
TIRAP
TLRs
TNF-a

APENDICE

Coriamnioitis

Ciclooxigenasa 2

Factor estimulador de colonias de granulocitos y monocitos
Isotiocianato de fluoresceina

Beta defensinas humanas

Hormona gonadotropina coriénica humana
Antigenos leucocitatios humanos

Hormona de crecimiento placentario humano
Hormona de lactégeno placentario

Proteinas de choque térmico

Interfer6n gamma

Intetleucina

Transcritos tipo Ig

Factor inhibidor de leucemia

Receptor inhibidor de leucocitos
Lipopolisacarido

Adaptador tipo MyD88

Membranas corioamnidticas humanas
Diferenciaciéon mieloide-2

Matriz extracelular

Complejo mayor de histocompatibilidad
Metaloproteasas de matriz extracelular

Factor de diferenciaciéon mieloide 88
Péptidos antimicrobianos naturales

Factor nuclear del locus kappa de las células B
Células asesinas naturales

Progesterona

Patrones moleculares asociados a patdégenos
Ficoeritrina

Prostaglandinas

Factor bloqueador inducido por progesterona
Receptores de reconocimiento de patrones
Inhibidor de proteasas secretado por leucocitos
Linfocitos T cooperadores

Dominio del receptor Toll similar a IL
Proteina contenedora del dominio TIR
Receptores Toll-like o tipo Toll

Factor de necrosis tumoral alfa

Pagina | 58



	Portada
	Índice
	I. Introducción
	II. Antecedentes
	III. Hipótesis
	IV. Objetivo General
	V. Materiales y Métodos
	VI. Resultados
	VII. Discusión
	Conclusiones
	Bibliografía
	Apéndice

