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Resumen

Durante el embarazo las membranas corioamnidticas humanas actian como una
barrera fisica e inmunoldgica que delimita la cavidad amniética y mantiene al

producto en un ambiente inmunologicamente privilegiado.

La infeccibn de las membranas corioamnidticas induce la secrecion de
moduladores pro-inflamatorios a través de la activacion de elementos de
inmunidad innata que expresan estos tejidos, incluido el receptor tipo toll (TLR)-4
que le confiere la capacidad de reconocer patrones moleculares asociados a

patdbgenos Gram negativos.

Por otro lado, la progesterona (P4), hormona esteroide indispensable durante la
gestacion, ejerce propiedades anti-inflamatorias que favorecen el equilibrio
inmunolégico de la unidad feto-placentaria y que permite la co-existencia de

tejidos maternos y fetales.

EL objetivo de este trabajo fue caracterizar el efecto modulador de la P4 sobre la
expresion de TLR-4/MyD88 y la secrecion de los modulares pro-inflamatorios TNF-
a, IL-6, IL-8, el péptido antimicrobiano HBD-2 y la citocina anti-inflamatoria IL-10
asociados a la activacién de TLR-4 por el lipopolisacarido (LPS) en el epitelio

amnidtico humano.

Se utilizaron explantes de epitelio amniético con edad gestacional a término (37-29
semanas), sin evidencia de trabajo de parto activo ni antecedentes de infeccién. Los
explantes fueron pre-tratados durante 24h con 0.01, 0.1 y 1.0 uM de P4,

posteriormente fueron co-tratados con 1000ng/ml de lipopolisacarido (LPS) hasta



las 48h. La expresiéon de TLR-4 se detectd por medio de Western blot e
inmunohistoquimica, las concentraciones de MyD88, TNF-q, IL-6, IL-8, IL-10 y HBD-

2 fueron cuantificadas por ELISA.

Las concentraciones de 0.01 y 1.0 uM de P4 disminuyeron de manera significativa
la expresion de TLR-4/MyD88 inducida por el LPS. El LPS incrementd la
concentracion de TNF-a (32 veces), IL-6 (8 veces), IL-8 (3 veces), IL-10 (3 veces) y
HBD-2 (5 veces) secretadas por los explantes del epitelio amnidtico. La
concentracion de P4 a 1.0 uM fue la dosis mas efectiva para disminuir la secrecion
de TNF-o, IL-6 y HBD-2, inducidos por LPS. La P4 no tuvo ningun efecto sobre la
secrecion de IL-10. El co-tratamiento de los explantes con RU486 a una

concentracion de 1.0 uM bloqued el efecto de la P4.

En conclusion la P4 inhibe la expresion de TLR-4/MyD88 inducida por LPS y la
secrecion de moduladores pro-inflamatorios en el epitelio amniético humano.
Estos resultados pueden explicar parcialmente cémo la P4 puede proteger la
region amniética de las membranas y generar un mecanismo compensatorio que
limite la secrecion de moduladores pro-inflamatorios, los cuales podrian poner en

peligro el privilegio inmune durante el embarazo.



Abstract

During pregnancy, human amniochorion act as a physical barrier by delimiting the
amniotic cavity, which maintains or preserves the product in an immunologically

privileged environment.

The amniochorion infection induces the secretion of pro -inflammatory modulators
through activating the innate immunity elements expressed in these tissues,
including toll-like receptor (TLR)-4 which confers the ability to recognize pathogen-

associated molecular patterns of Gram negative bacteria.

Progesterone (P4) a steroid hormone essential during pregnancy, exerts anti-
inflammatory properties that promote immune balance between the fetus and

placenta allowing the co-existence of maternal and fetal tissues.

The objective of this study was to characterize the modulatory effect of P4 on the
TLR-4/MyD88 expression and secretion of pro-inflammatory factors including TNF-
a, IL-6, IL-8, the antimicrobial peptide HBD-2 and the anti-inflammatory cytokine

IL-10 in human amniotic epithelium after being exposed to LPS.

Explants of amniotic epithelium at term gestation (37-39 weeks) without evidence
of active labor or history of infection were used. The explants were pre-treated for
24h with 0.01, 0.1 and 1.0 uM of P4, then were co-treated with LPS 1000ng/ml to
48h. The TLR-4 expression was detected by Western blot and
immunohistochemistry. The concentration of MyD88, TNF-q, IL-6, IL-8, IL-10 and
HBD-2 were quantified by ELISA.



P4 at 0.01 and 1.0 uM significantly decreased the expression of LPS-induced TLR-
4/MyD88. LPS increased the concentration secreted of TNF-a (32 times), IL-6 (8
times), IL-8 (3 times), IL-10 (3 times) and HBD-2 (5 times) in explants of amniotic
epithelium. The concentration of P4 at 1.0 uM was the most effective dose to
reduce the secretion of TNF-q, IL-6 and HBD-2induced by LPS. P4 had no effect on
the secretion of IL-10. Co-treatment of explants with a concentration 1.0 uM of

RU486 blocked the effect of P4.

In conclusion P4 inhibited LPS-induced TLR-4/MyD88 expression and the secretion
of pro-inflammatory modulators in human amniotic epithelium. These results may
partially explain how P4 could protect the amniotic region of fetal membranes and
generate a compensatory mechanism that limits the secretion of pro-inflammatory

modulators, which could jeopardize the immune privilege during pregnancy.



I. Introduccion

En el humano, el embarazo es el resultado de multiples mecanismos inmunoldgicos
y endocrinolégicos desarrollados por la madre y el feto, que permiten que el
producto con caracteristicas de semi-aloinjerto no sea rechazado y se desarrolle en

un ambiente inmunoldgicamente privilegiado (Thellin y cols., 2000).

Este ambiente estd caracterizado por el fino equilibrio entre la tolerancia del
sistema inmune materno para proteger al feto y el mantenimiento de las
competencias inmunoldgicas que permiten a la madre y al feto responder a la

presencia de agentes patdégenos (Pioli y cols., 2004).

1. El papel de la progesterona (P4) en el embarazo

La P4 (4-Pregnona, 3, 20 diona) es una hormona esteroide esencial para establecer
y mantener el embarazo, no solo por sus efectos endocrinos sino por su capacidad

de regular la respuesta inmunologica materno-fetal (Goldman y Shalev, 2007).

Al inicio de la gestacion la P4 es producida por el cuerpo luteo hasta la semana 10
de la gestacion, momento en el que la placenta adquiere un tamafio considerable y
produce la cantidad suficiente de esta hormona para mantener el tejido
endometrial hasta el término de la gestaciéon. Las membranas corioamnidticas
también producen P4, sin embargo, su produccion es menor a la de la placenta
(Mitchell y cols., 1987). A través de la accion del citocromo P450, estos tejidos

extraembrionarios  pueden convertir las lipoproteinas de baja densidad a



pregnenolona, y posteriormente a P4 mediante la accion de la enzima 3j-

hidroxiesteriode deshidrogenasa (3BHSD) (Albrecht y Pepe, 1990).
1.1 El mecanismo de accion de la P4

Debido a la naturaleza lipidica de la P4, ésta atraviesa la membrana celular
pasivamente y es capaz de unirse a su receptor. El receptor de progesterona (RP),
se encuentra en el citoplasma unido a complejos de proteinas de estrés térmico
(heat shock protein-HSP). La unién de la P4 y el RP induce la separacién de los
complejos HSP, permitiendo la fosforilacion y dimerizacion del RP seguido de su
eventual translocacién al nucleo, donde el dimero se une a secuencias especificas
del ADN que actian como elementos de respuesta a P4 en la region promotora de
diferentes genes blanco, lo que produce el reclutamiento de co-activadores o
inhibidores que modulan la actividad transcripcional (Figura 1) (Druckmann vy

Druckmann, 2005).

/—W5 .
W Citoplasma \
{
Dimero de RP

(
- SINEH

l Nucleo ~

N\

Elementos de respuesta a P4

Figura 1. Mecanismo cldsico de accion de la P4, via su union al receptor nuclear y la transcripcion

de elementos de respuesta a P4.



1.2 El receptor de progesterona (RP)

El RP, pertenece a la familia de receptores nucleares, que actian como factores de
activacién transcripcional dependientes de ligando. Se han caracterizado cinco
isoformas del RP (Goldman y cols., 2005); sin embargo, las mejor caracterizadas
son la isoforma A (RP-A) de 82 kDa y la B (RP-B) de 116 kDa, ambas son transcritas
a partir del mismo gen, localizado en el cromosoma 11 q22-g23 humano, por un
proceso de corte y empalme alternativo que genera dos promotores (Rousseau-
Mercky cols., 1987). Los niveles de expresion de ambas isoformas son especificos
de cada tejido y son reguladas diferencialmente por distintos factores (Duffy y cols.,

1997; Mote y cols, 2002; Richer y cols., 2002).

Existen diferencias estructurales entre las isoformas A y B, esta Ultima presenta tres
dominios de activacion transcripcional de los cuales el AF-3 le confiere una mejor
interaccion con el ADN y por lo cual actia como el principal activador de los ERP
(Wen y cols., 1994); mientras que la isoforma A pierde este dominio AF-3 vy
presenta un dominio inhibitorio (ID) actuando como un represor de la actividad del

RP-B (Figura 2) (Vegeto y cols., 1993).

AF-3 AF-1 AF-2
1 — f— — 033
-|-| HBD RP-B
AF-1 AF-2
165 — — 0933
-H HBD RP-A
ID

Figura 2. Estructura de las isoformas del RP humano. HDB, dominio de union a la hormona (P4); H,
region en bisagra;, DBD, dominio de union al ADN; ID, dominio de inhibicion y AF-1, -2 y -3,
secuencias con funciones de activacion transcripcional (Modificado de Boonyaratanakornkit and

Edwards, 2007)



1.3 La P4 y el privilegio inmunolégico en el embarazo

Durante el establecimiento del privilegio inmunoldgico, la P4 estimula a los
linfocitos para que produzcan el factor bloqueante inducido por P4 (PIBF), el cual
tiene la capacidad de inducir la produccién de citocinas del perfil Th2- como la
interleucina (IL)-4 y la IL-10- con funciones anti-inflamatorias y bloquear la
secrecion de IL-12, citocina indispensable para la proliferacion y activacién de las

células Ty NK (Szekeres-Bartho, 2009).

También se ha demostrado que la P4 induce la expresion del antigeno leucocitario
humano (HLA)-G en las células del trofoblasto (Yie y cols., 2006), antigeno que
forma parte del complejo mayor de histocompatibilidad, su funcion es la de re-
direccionar la respuesta inmune materna hacia un mecanismo de tolerancia que
inicia cuando HLA-G se une al receptor inhibidor de células NK (KIR) y al receptor
inhibidor de linfocitos (ILT), esta union genera una sefal intracelular que suprime la

actividad litica de ambos tipos (LeMaoult J y cols., 2005).

Por otro lado la P4 actia como factor endocrino que induce la proliferaciéon y
decidualizacion del endometrio para crear un ambiente propicio para la
implantacion. Asi mismo, la P4, regula la dinamica uterina manteniendo al

miometrio relativamente quiescente (Goldman y cols., 2005).



1.4 Retiro funcional de la P4

A diferencia de otras especies de mamiferos, en las cuales la disminucion subita de
los niveles de P4 al final del tercer trimestre juega un papel importante en el inicio
del trabajo de parto (Smith y cols., 2002; Spencer y cols., 2004); en el humano y
primates superiores, los niveles de P4 aumentan a través de la gestacion
alcanzando concentraciones séricas de 150ng/ml (0.1 uM) a las 40 semanas de
embarazo y de 27.5- 30ng/ml (0.01 uM) en el liquido amniético al tercer trimestre
de embarazo (Mazor y cols., 1994), niveles que se mantienen hasta el momento en

que el trabajo de parto inicia.

Existe evidencia que indica que el RP-A y el RP-B ejercen funciones diferentes y
aunque dichas diferencias no han sido completamente caracterizadas, la union de
la P4 con el RP-B esta asociada con efectos fisioldgicos progestacionales, mientras
que la unién de la hormona con el RP-A se asocia a efectos anti-progestacionales

(Mulac-Jericevic & Conneely, 2004).

Durante todo el embarazo y justo antes del trabajo de parto, la isoforma que se
expresa en forma predominante en los diferentes tejidos fetales y maternos es la B;
sin embargo, las sefiales del inicio de trabajo de parto coinciden con la disminucién
significativa en la expresion de la isoforma B y un aumento de la isoforma A,
fenbmeno conocido como “retiro funcional de la progesterona” (Allport y cols,
2001). El retiro funcional de la P4, explica la disminucion de la sensibilidad del Utero
como o6rgano blanco de la P4, lo que induce —en parte- la activacion de los
mecanismos del trabajo de parto (Karalis y cols., 1996; Rezapour y cols., 1997;

Keelan y cols., 1997; Mesiano y cols., 2002).



2. El trabajo de parto

El trabajo de parto en el humano es considerado un evento multifactorial asociado
a un proceso inflamatorio en la interfase materno-fetal (Patni y cols., 2007) que se

inicia alrededor de la semana 37 de la gestacion.

El trabajo de parto se caracteriza por tres procesos fisioldgicos claves: 1) la
activacién del miometrio y el establecimiento de las contracciones uterinas, 2) la
maduracion cervical que implica el borramiento y la dilatacion del cérvix y 3) en las

etapas mas avanzadas, la ruptura de las membranas corioamnidticas.

2.1 Fisiologia del trabajo de parto

Hacia el final del tercer trimestre del embarazo el estiramiento muscular del Gtero
induce la activacion del factor de transcripcion nuclear kB (NFkB), factor que activa
la transcripcion de genes de la respuesta inflamatoria, induciendo la produccion de
IL-1B y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a). El aumento de estas citocinas
promueve la sintesis de prostaglandinas (PGs)-tales como PGE; y PGF;,- por las
células del miometrio, en las cuales se incrementan los receptores de oxitocina y las
uniones Gap intercelulares; la actividad de las PGs y el receptor de oxitocina
incrementan los niveles de Ca®* en las células del miometrio generando las
contracciones uterinas intensas y frecuentes (Challis y cols., 2000, Mesiano y cols.,

2002).

En el cérvix, las PGs alteran la permeabilidad de los vasos sanguineos
incrementando su flujo, lo cual junto con la accion quimioatrayente de IL-8-
inducida por la activaciéon del NFkB- generan un ambiente rico en leucocitos y
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neutrofilos. La activacion y degranulacidn de neutrofilos reclutados en el estroma
cervical, produce cambios en el colageno y el tejido conectivo, dirigiendo los
cambios estructurales del borramiento y la dilatacion del cérvix (Timmons y cols.,

2010, Normany cols., 2007).

En las membranas corioamnioticas, la degradacion del tejido conectivo se debe a
la influencia del ambiente pro-inflamatorio en el cérvix que induce la secrecién de
IL-1B y TNF-a, estimulando la produccion de las metaloproteinasas de la matriz
extracelular (MMP)-9 y MMP-2, enzimas con actividad gelatinasa que degradan
selectivamente los diferentes componentes de la matriz extracelular (MEC) de las
membranas corioamnidticas, jugando un papel clave en el dafio estructural y la
pérdida de la fuerza tensil de estos tejidos, provocando su ruptura (Figura 3)

(Keelan y cols., 1997, Allport y cols, 2001, Norman y cols., 2007).

Senales del inicio del trabajo de parto
Activacion del NFkB

l

Citocinas pro-inflamatorias
(IL-1B, TNF-q, IL-6, IL-8)

l

PERDIDA DEL PRIVILEGIO INMUNOLOGICO

Prostaglandinas (PGE,, PGF,,)
Metaloproteinasas de MEC (MMP-9, -2)
Quimiotaxis (neutrofilos y macrofagos)

/ | \

MIOMETRIO CERVIX MEMBRANAS
l CORICAMNIOTICAS
Contracciones musculares Borramiento y dilatacion Degradacion y ruptura

Figura 3. Mecanismos que caracterizan el trabajo de parto (modificado de Patni y cols,, 2007).



3. Infeccion intrauterina y parto pretérmino

El desarrollo de un proceso infeccioso a nivel intrauterino, ocasiona la pérdida del
privilegio inmunologico de la interfase materno-fetal, generando una respuesta
inflamatoria que compromete la continuidad del embarazo. Un proceso de esta
naturaleza es reconocido como el principal factor de riesgo asociado con los
nacimientos a edades gestacionales inferiores a las 37 semanas, condicidn

patologica conocida como parto pretérmino (Hillier SL y cols., 1991).

Alrededor del 30% de los partos pretérmino son atribuidos a un proceso infeccioso
en la interfase materno-fetal, esta condicion patoldgica genera serias secuelas en
los recién nacidos, principalmente complicaciones del sistema respiratorio y del
sistema nervioso central, asociadas con un incremento en la morbi-mortalidad

neonatal (Asrat, 2001; Goldenberg y cols., 2000).

3.1 Inflamacion en respuesta a la infeccion

Evidencias clinicas y experimentales sostienen que una infeccion a nivel intrauterino
genera una respuesta que se caracteriza por el incremento en la expresion, sintesis
y secrecion de citocinas pro-inflamatorias como TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-8 en los
tejidos gestacionales, tanto maternos como fetales, incluido el liquido amniotico
(infeccion intraamnidtica) (Romero y cols., 1998; Sennstrom y cols., 2000; Dudley y

cols., 1992; Reisenberger y cols., 1997; Saito y cols., 1993).

Estos moduladores inmunoldgicos representan el primer grupo de moléculas que
se sintetizan como parte de la respuesta a la infeccion e inducen el incremento de

la expresion, sintesis y secrecion de | factores pro-degradativos como PGE,, PGF;,
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MMP-2 y MMP-9, los cuales dirigen el inicio prematuro y la progresion de los
mecanismos del trabajo de parto (Vadillo-Ortega y cols., 1995; Fortunato y cols.,

2000; Zaga-Clavellina y cols., 2006a; Zaga-Clavellina y cols., 2006b).

3.2 Microbiologia de la infeccion intrauterina/intraamniotica

Los principales microorganismos asociados como agentes causales de infeccion
intrauterina/intraamnidtica se encuentran distribuidos en una amplia gama de
virulencia y mecanismos de infeccion (Tabla 1) (Parry y Strauss, 1998, McGregor y

French, 2000; Newton y cols., 2005; Mikamo y cols., 1999).

% asociacion a parto

Organismo Clasificacién

pretérmino
Ureaplasma urealyticum Mycoplasma 47.4*
Mycoplasma hominis Mycoplasma 30.4*
Gardnerella vaginalis Gram variable (+) 24.5* 9.8%
Streptococcus agalactiae Gram positiva 6.9%
Streptococcus grupo B Gram positiva 14.6*
Escherichia coli Gram negativa 8.2%, 8.6%
Fusobacterium spp Gram negativa 5.4*,3.0%
Candida albicans Levadura (Gram positiva) 10.8%

Tabla 1. Frecuencia de microorganismos encontrados en cultivos de liquido amnidtico* y raspados

vaginales® asociados a parto pretérmino (Newton y cols,, 2005, Mikamo y cols,, 1999).
g Y 4

3.3 Ruta de infeccion intrauterina/intraamniotica

Evidencia clinica y experimental sustenta que la via mas comun a través de la cual
los microorganismos patdgenos pueden acceder a la cavidad intrauterina, es a

través de la propagaciéon ascendente desde el tracto genital bajo.



Una vez que los patégenos ascienden por el canal cervico-vaginal, entran en la
cavidad uterina y se establecen en la region coriodecidual de las membranas
corioamnidticas. En las etapas mas avanzadas de la infeccion, los patégenos
pueden alcanzar la region amnidtica de las membranas, la cual representa la Ultima
barrera que el patdégeno tiene que atravesar para ganar acceso a la cavidad
amnidtica e infectar el liquido amnidtico y al feto (Figura 4 A) (Romero y cols.

1988).

Actualmente Kim y cols. (2009), han descrito otro posible escenario, en el cual los
patdégenos acceden a la cavidad amnidtica a través de una region restringida de
las membranas corioamnidticas, una vez dentro de la cavidad amnidtica los
patégenos proliferan de manera que la invasion a las membranas corioamnioticas

se extiende principalmente a partir del liquido amnidtico (Figura 4 B).

Figura 4. A. Modelo de infeccion ascendente: I Infeccion vaginal. I Infeccion coriodecidual. III
Infeccion de liguido amnidtico. IV. Infeccion del feto (Tomado de Romero y cols, 1988). B. Modelo
de infeccion de las membranas corioamnioticas a partir del liquido amniotico (Tomado de Kim y

cols., 2009).
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Considerando cualquiera de estos posibles escenarios, las membranas
corioamniéticas son un elemento clave para contener el proceso infeccioso. Estos
tejidos tienen una localizacion estratégica dentro de la interfase materno-fetal, en
especial el epitelio amnidtico, que en cualquiera de los dos escenarios constituye la
Ultima barrera que los patdégenos deben atravesar para propagar la infeccion hacia

los otros tejidos.

4. Las membranas corioamnioticas

Las membranas corioamnidticas constituyen una entidad anatdémica e histoldgica
sumamente compleja y dinamica que mantiene el equilibrio entre los fluidos
maternos y fetales, realizando un intercambio constante de agua, electrolitos,
nutrientes y hormonas; ademas de responder a diferentes sefiales bioquimicas
procedentes tanto del producto como de la madre (Parry y Strausss, 1998; Bryant-

Greenwood 1998).

Alrededor del dia 7 posterior a la fecundacion, comienza a formarse la cavidad
amniotica a partir de una hendidura de la hoja ectodérmica, esta cavidad se
expande por el crecimiento del celoma embrionario y finalmente es delimitada por
el amnios hacia finales de la tercera semana del embarazo. El amnios se extiende
sobre el cordon umbilical y forma parte de la piel del feto. De manera casi paralela,
el corion se forma a partir de la hoja endodérmica, de la cual se origina el
sincitiotrofoblasto en la zona de implantacion y a partir del cual se diferencia el
citotrofoblasto que formara el corion capsular. Debido al rapido crecimiento de la
cavidad amnidtica, el amnios y el corion comienzan a acercarse y eventualmente
quedan en contacto alrededor de la semana 12 (Benirschke y cols., 2006). Asi, las

membranas corioamnioticas se componen por la superposicion de estos dos
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tejidos: el corion y el amnios; cada uno formado por diferentes tipos celulares
embebidos en una prominente matriz extracelular, cuyo principal componente es la

colagena (Figura 5) (Bryant-Greenwood, 1998).

Figura 5. A. Imagen compuesta que efemplifica la ubicacion del feto dentro de la cavidad
amnidtica, delimitada por las membranas corioamnidticas. La composicion celular de las
membranas corioamnioticas se muestra en un corte semifino (1um) de tejido a término y sin trabajo
de parto, incluido en EPON. B. El amnios compuesto por el epitelio amnidtico, sobre la membrana
basal y las diferentes capas de tejido fibroso que lo componen. C. Células cubicas y ciliadas que

componen al epitelio amnidtico.

El Corion se forma a partir del endodermo y es la zona histolégica mas gruesa y
con mayor celularidad de las membranas, esta formado por dos capas: 1) la
pseudo membrana basal, actia como estructura de anclaje para los trofoblastos,
constituida por colagena tipo [, III, IV y proteoglicanos; 2) La capa de trofoblastos,

presenta una polaridad hacia la decidua materna y forma la principal poblacién
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celular del corion; aunque es posible encontrar células con marcadores de
leucocitos, en su mayoria macrofagos y fibroblastos, todos embebidos en una
matriz laxa compuesta por pocas fibras de colagena tipo I I, IV, V, VI y

proteoglicanos (Bryant-Greenwood, 1998; Bourne, 1966).

El Amnios se forma a partir del ectodermo embrionario, no tiene vasos sanguineos
por lo que obtiene sus nutrimentos directamente del liquido amnidtico. Se
caracteriza por presentar una gran resistencia mecanica debido a su estructura,
constituida por cinco capas: 1) El epitelio amniotico, es la capa mas interna y se
encuentra en contacto directo con el liquido amnidtico y el feto, formado por
células cubicas coronadas por muchas microvellosidades y unidas entre si por
uniones de tipo estrechas, que descansan sobre una membrana basal; 2) La
membrana basal, una estrecha capa de tejido conectivo constituido principalmente
por colagena tipo 1V, es responsable de mantener la unidén entre las células
epiteliales y por lo tanto de mantener la integridad estructural del epitelio; 3) La
capa compacta, se compone de tejido conectivo organizado en una compleja red
tridimensional, compuesta por colagena tipo [, III, IV, V,VI y fibronectina. Su grosor
es mayor al de la membrana basal, que junto a su estructura de red le otorga gran
capacidad tensil para mantener la integridad mecanica del amnios; 4) La capa
fibroblastica, estd constituida por células mesenquimatosas con marcadores de
fibroblastos que secretan las colagenas intersticiales de la capa compacta, es
posible encontrar macrofagos dispersos en esta capa; 5) La capa esponjosa;
también llamada intermedia, por su posicion 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
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deslizarse sobre el corion y asi absorber el estrés mecanico asociado a los

movimientos fetales sin causar dafo a la estructura de las membranas.

Considerando las caracteristicas estructurales de las membranas corioamnidticas
entre las cuales destaca ser un tejido no inervado ni vascularizado, es factible
considerar que los mecanismos de inmunidad innata juegan un papel clave para
regular diferentes eventos durante el embarazo y parte de los mecanismos de
defensa ante cualquier reto inmunoldgico y/o infeccioso (Kim y cols., 2004; Patni S

y cols., 2007).

5. Inmunidad innata en el embarazo, primera linea de defensa

Durante el embarazo las membranas corioamniéticas, constituyen no solo una
barrera fisica sino también inmunoldgica. Evidencia experimental indica que parte
de las propiedades inmunoldgicas de estos tejidos son atribuibles a la inmunidad
innata, especificamente a través de la expresidon y activacion de diferentes
miembros de la familia de receptores tipo Toll, que les permiten reconocer de
manera especifica la presencia de diferentes microorganismos (Patni y cols, 2009;

Abrahams y cols., 2013; Giallux y cols., 2010).

5.1 Receptores tipo Toll (TLRs)

Los TLRs son proteinas altamente conservadas evolutivamente, el primer gen Toll
fue descrito por primera vez en el desarrollo dorso-ventral en la larva de la mosca
de la fruta, posteriormente se descubrid que estos genes codificaban para
receptores como parte de un mecanismo de defensa contra la infeccion por

hongos (Lemiatre y cols., 1996). Un aflo mas tarde Medzhitov (1997) describié un
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homdlogo del TLR en los humanos con la capacidad de inducir la expresion de

genes involucrados en las respuestas inflamatorias.

En humanos, a la fecha se han descrito 10 TLRs, cada uno con ligandos especificos
que permiten a las células del sistema inmune reconocer una gran diversidad de

agentes patégenos (Akira y cols., 2001).

Los TLRs son glicoproteinas transmembranales tipo I, que presentan un dominio
extracelular con secuencias repetidas ricas en leucinas (LRR), responsable de mediar
el reconocimiento de patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs); una
hélice simple transmembranal lo une al dominio intracelular, el cual es similar al
dominio del receptor de IL-1 (IL-1R) por lo que es referido como dominio Toll/IL-
1R (TIR); este dominio contiene regiones que le permiten acoplarse a diferentes
proteinas citoplasmaticas que dirigen la sefalizacion intracelular en respuesta a la

union del receptor con su ligando (Janesses y Beyaert, 2003).

5.2 TLR-4

El TLR-4 es el miembro mas estudiado de la familia de TLRs, el gen de TLR-4 se
localiza en el cromosoma 9 y codifica para 3 isoformas cuyas funciones aun no se

han descrito.

El principal ligando de TLR-4 es el lipido A, componente bioactivo del
lipopolisacarido (LPS), elemento de la pared celular en bacterias Gram-negativas
como Escherichia coli, Salmonella, Shigella, Pseudomonas, Neisseria, Haemophilus

influenzae, Bordetella pertussis Yy Vibrio cholerae. La toxicidad del LPS estad asociada
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con el lipido A y su imnunogenicidad esta relacionada con los componentes del

polisacarido (Chang y cols., 2010).

A diferencia de otros TLRs que reconocen de manera directa a sus ligandos, el TLR-
4 necesita de la participacion de proteinas accesorias: la proteina de union a LPS
(lipopoliscacharyde binding protein-LBP) y el receptor de membrana CD14, cuya
funcion principal es extraer el LPS de la pared celular de la bacteria y unirse a la
proteina llamada factor de diferenciacion mieloide 2 (MD-2), una proteina que se
asocia al dominio extracelular del TLR-4 para inducir la transduccion de sefales
intracelulares. Una vez que el TLR-4 es activado tiene dos vias de sefalizacion,
conocidas como via dependiente del factor de diferenciacion mieloide 88 (MyD88)

y la via independiente de esta proteina (Lu y cols., 2008).

Cuando la activacion de la via es dependiente de MyD88, esta proteina recluta y se
asocia con el dominio TIR del dimero de TLRs. La activacién de MyD88 genera una
cascada de fosforilacion, en la que participan proteinas de la familia IRAK (cinasas
asociadas al receptor de IL-1). La activacién de IRAK-1 e IRAK-4 conduce a la
fosforilacion de la cinasa TRAF6 (Factor asociado al receptor de TNF 6), esta cinasa
se encarga de la activacion del complejo citoplasmatico IKK, que al fosforilarse
induce la fosforilacién y posterior degradacion del inhibidor del NFkB (IkB), de
modo que el NF-kB es liberado, permitiendo su traslado hacia el nicleo para unirse
a la region promotora de genes asociados a la respuesta pro-inflamatoria para
iniciar la sintesis de diversas citosinas y moduladores pro-inflamatorios (Figura 6)

(Luy cols., 2008).
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La via dependiente de MyD88 también puede inducir la fosforilacion de las MAPK's
cinasas (ERK, JNK y p38) promoviendo la translocacion nuclear del factor AP1. La
via independiente de MyD88, involucra el adaptador TRIF (adaptador que contiene
el dominio TIR e induce al Interferon) la cual activa IRF-3 (Factor regulador de

Interferon-3), provocando la sintesis de interferén tipo I (IFN) o/p (Lu y cols., 2008).

LPS
L8P
€3
MD-2
e TLR-4
TIRAP! TRAM
MyDsg [|W W

IRAK-1
wJ
TRAF6
[ =
TAK1
() IKKs MAPK
e
NF-xB GPD

l l Citocinas pro-
inflamatorias

Figura 6. Senalizacion de TLR-4 activada por LPS, se muestra la via dependiente de MyD88 que

induce la produccion de citocinas pro-inflamatorias (Tomado de Lu y cols,, 2008).
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II. Antecedentes

Existen evidencias que asocian el reconocimiento y activacion de los TLRs con los
mecanismos fisiopatogénicos que explican el inicio del trabajo de parto en
condiciones normales y patoldgicas (Ma y cols, 2007). La expresion del gen y la
forma proteica del TLR-4 se incrementan en membranas corioamnidticas
provenientes de partos normales y pretérmino, pero el aumento mas significativo
se observa en los partos pretérmino complicados con infeccién intrauterina y

coriamnionitis histoldgica (Kimy cols., 2004; Ma y cols., 2007).

1. La activacion del TLR-4 en modelos /n vitro de infeccion intrauterina

La capacidad de respuesta de las membranas corioamnidticas ha sido abordada
previamente en nuestro laboratorio y en otros grupos de trabajo, donde el
estimulo /n vitro de las membranas utilizando bacterias vivas como (Candida
albicans (Zaga-Clavellina y cols., 2006a), Streptococcus grupo B (Zaga-Clavellina y
cols., 2006b), Escherichia coli (Zaga-Clavellina y cols., 2007), Gardnerella vaginalis
(Zaga-Clavellina y cols., 2012) ha demostrado que estos tejidos tienen la capacidad
de reconocer y responder de manera tejido especifica, secretando diversos
moduladores pro-inflamatorios (TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-8) y pro-degradativos
(MMP-9 y-2, PGE; y Cox-, ciclooxigenasa tipo 2, enzima catalizadora de la
produccion de PGs), reproduciendo de manera eficiente las condiciones

inflamatorias que ocurren /n vivo durante un proceso infeccioso intrauterino.

Por otro lado, el estimulo de las membranas utilizando Unicamente la endotoxina

LPS -molécula reconocida por el TLR-4- ha demostrado ser suficiente para
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reproducir el modelo de infeccidon con bacterias Gram negativas (Garcia-Lopez y

cols., 2007; Thiex y cols., 2009; Thiex y cols., 2010).

Adicionalmente, la estimulacion /n vitro del epitelio amnidtico humano con LPS se
traduce en la expresion y translocacion de TLR-4 hacia la membrana basal de este
tejido (Adams y cols., 2007); en células aisladas del epitelio amnidtico humano, la
activacion de TLR-4 induce el aumento en la secrecién de péptidos antimicrobianos
como la HBD-2 y -3 tanto en los tejidos (Szukiewicz y cols., 2008; Buhimschi y cols.,
2004) como en el liquido amnidtico en respuesta a un proceso de corioamnionitis

(Soto y cols., 2007).

En trofoblasto humano el estimulo /n vitro con LPS, induce el incremento
significativo de TLR-4 (Deng, 2009) y la sintesis de IL-6, IL-8, IL-1f y TNFa
(Holmlund y cols, 2002).

2. TLR-4/MyD88 funcional, es indispensable para dirigir la respuesta

inflamatoria en una infeccion con E. coli

Wang y Hirsh (2003) han demostrado en un modelo de ratones hembra knockout
para el TLR-4 C3H/Hej, que la expresion del receptor funcional es esencial para
inducir parto pretérmino. La activacion del TLR-4 funcional en respuesta al estimulo
con bacterias de la cepa E. coli inactivadas por calor, disminuye de manera
significativa la expresién a nivel de ARNm de la enzima 15-hidroxiprostaglandina
deshidrogenasa (15-PGDH)-enzima que cataliza el primer paso en la inactivaciéon

de las PGs en el miometrio y las membranas corioamniéticas-, la disminucién de la
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15-PGDH, incrementa la accion de las PGs sobre estos tejidos, provocando la

degradacion de la colagena y la ruptura de las membranas corioamnidticas.

Recientemente, Adams K.M. y cols. (2008), demostraron en un modelo de primates
superiores, que la inoculacidon intraamnidtica con LPS incrementa de manera
significativa la expresion de PGE,, PGF,, TNF-a e IL-8 en el liquido amniotico asi
como de IL1-B, TNF-a, ademas de un incremento significativo en la actividad
uterina. Estos efectos fueron inhibidos al bloquear el TLR-4 usando un antagonista,
que evita el reconocimiento y la activacion del receptor en respuesta al estimulo
con LPS, lo cual es suficiente para inhibir la cascada de moduladores inflamatorios
y factores de degradacion que dirigen el trabajo de parto pretérmino inducido por

la infeccion.

Por otro lado Filipovich y cols (2009) han demostrado que MyD88 es una proteina
adaptadora esencial en la via de activacion del TLR-4 en respuesta a LPS para

inducir parto pretérmino.

3. La P4 como modulador del ambiente inflamatorio en la interfase materno-

fetal

Se ha documentado que la P4 inhibe varias proteinas involucradas en la activacién
intrauterina y el remodelado del ceérvix; tambien la sintesis y expresion de
diferentes moduladores pro-inflamatorios asociados al trabajo de parto normal, asi
como aquellos asociados a infecciones (Szekeres-Bartho y cols., 1996). La expresion
de las isoformas A y B del RP ha sido demostrada en la decidua, la placenta y en las
membranas fetales, sin embargo en estas Ultimas aun no ha sido bien
caracterizada; Goldman y cols. (2005), reportaron la expresion de las isoformas Ay
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B en estos tejidos, asi como la expresion de una isoforma C de 60 kDa, previamente
descrita en otros tejidos y una isoforma de 36 kDa de manera dominante en el

epitelio amnidtico.

A nivel clinico existen pruebas de que el pre-tratamiento con 17-alfa
hidroxyprogesterona (170HP) inhibe de manera significativa el desarrollo de
trabajo de parto pretérmino en pacientes con alto riesgo y antecedentes de

pérdida gestacional (Meiss, 2003).

Una explicacién parcial de como la P4 tiene este efecto se basa en la evidencia
experimental, en explantes de decidua tomados previo al inicio de las
contracciones, cultivados /in vitroy tratados con P4, se demostré que esta hormona
es capaz de disminuir significativamente la expresion y secrecion de la formas
inactivas de MMP-2 y MMP-9, efecto revertido por el uso de RU486-compuesto
sintético esteroideo que actlia como antagonista de la P4-, indicando que este
efecto puede ser mediado por la via clasica de accion del RP, sobre elementos de

respuesta a P4 a nivel genomico (Goldman y cols. 2007).

En cultivos /n vitro de trofoblastos placentarios, el tratamiento con P4 y acetato de
medroxiprogesterona (MPA) incrementd de manera significativa la actividad de la
15-PGDH; mientras que el tratamiento con RU486 revierte el efecto de la P4,
disminuyendo significativamente la actividad de la 15-PGDH y favoreciendo la

actividad de la PGE; (Patel y cols. 2003).

La expresion de la isoforma B en estos tejidos esta asociada con la modulacion del

ambiente pro-inflamatorio; en células del epitelio amniético en cultivo, tratadas
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con IL-1B incrementa de manera significativa la sintesis de PGE; e IL-8 y la
expresion de ARNm de COX-; e IL-8, sin embargo la P4 es capaz de reprimir
significativamente la sintesis de estas moléculas (Loudon y cols., 2003). En
membranas corioamniéticas en cultivo tratadas con LPS se demostro que el pre-
tratamiento con P4 y/o progestinas como 170HP o MPA inhiben la actividad de
marcadores de apoptosis como la caspasa 3 y TNFa inducidos por LPS (Luo y cols.,

2010).

Si bien el mecanismo por el cual la P4 regula la respuesta inflamatoria en estos
tejidos aun se desconoce, estudios recientes fortalecen la hipdtesis de que esta
hormona modula la respuesta inmune mediante la inhibicién de los TLRs. En un
modelo murino de infeccién/inflamacion se demostrd que el pre-tratamiento con
MPA inhibe de manera significativa los niveles del ARNm de TLR-2, TLR-4, TNF-o, e
IL-1B inducidos por la infusién intrauterina de LPS en cérvix y placenta (Elovitz y
Wang, 2004; Elovitz y Mrinalini, 2005; Elovitz y Gonzalez, 2008). En monocitos
humanos obtenidos de sangre de corddn, la P4 disminuyé de manera significativa

la secrecion de TNF-a e IL-6 producidas en respuesta al estimulo con diferentes
patégenos o endotoxinas (E. coli, Steptococcus B, LPS y Pam3CsK) e inhibi6 la

activacion del NFkB (Giannoni y cols. 2011).
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III. Justificacion y planteamiento del problema

Si bien existen evidencias clinicas y experimentales de que la P4 puede inducir
efectos anti-inflamatorios, el mecanismo mediante el cual esto sucede no ha sido
completamente dilucidado. Los antecedentes expuestos indican que esta hormona
esteroide juega un papel inmuno-modulador clave durante el embarazo, regulando
la sintesis de moduladores pro-inflamatorios que a su vez modulan la sintesis de
factores pro-degradativos involucrados directamente en la remodelacion del tejido.
Estos mecanismos de regulacién resultan ser el control —al menos parcial- de la

cascada de eventos que desencadenan el inicio y progresion del trabajo de parto.

Tomando en cuenta que los mecanismos que condicionan el inicio de trabajo de
parto pretérmino y/o la ruptura prematura de membranas asociados a un proceso
infeccioso han sido parcialmente comprendidos, el presente proyecto tiene la
intencion de evaluar el efecto modulador de la P4 sobre los diferentes elementos

de respuesta inmune innata del epitelio amniético humano estimulado con LPS.

La caracterizacién del mecanismo de reconocimiento especifico de los patdogenos a
través del TLR-4 y el efecto de la P4 sobre este, permitira comprender parte de las
competencias inmunologicas basicas de este tejido clave en la proteccion y
mantenimiento de la cavidad amnidtica como un compartimiento

inmunologicamente privilegiado.
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IV. Hipotesis

Si la P4 tiene la capacidad de inducir/mantener un ambiente anti-inflamatorio,
entonces el pre-tratamiento del epitelio amniotico con P4 inhibira la sintesis y/o
activacion del TLR-4/MyD88 y por lo tanto también la secrecidon de citocinas pro-

inflamatorias y péptidos antimicrobianos inducidos por la estimulacion con LPS.
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V. Objetivo general

Caracterizar el efecto modulador de la P4 sobre la expresion del TLR-4/MyD88 y la
secrecion de los modulares pro-inflamatorios TNF-o, IL-6, IL-8, el péptido
antimicrobiano HBD-2 y la citocina anti-inflamatoria IL-10 asociados a la activacién

de TLR-4 por el LPS en el epitelio amnidtico humano.

1. Objetivos particulares

> Determinar el patron de expresion proteica del TLR-4/MyD88 en el epitelio
amniético humano, en condiciones basales, después del estimulo con LPS y

el tratamiento con diferentes concentraciones de P4.

> Determinar el patréon de secrecion de las citocinas pro-inflamatorias TNF-g,
IL-6 e IL-8 en el epitelio amnidtico humano, en condiciones basales, después

del estimulo con LPS y el tratamiento con diferentes concentraciones de P4.

> Determinar los niveles de la citocina anti-inflamatoria IL-10 secretados por el
epitelio amniético humano, en condiciones basales, después del estimulo

con LPS y el tratamiento con diferentes concentraciones de P4.

> Determinar la secrecion del péptido antimicrobiano HBD-2 por el epitelio
amniético humano en condiciones basales, después del estimulo con LPS y

el tratamiento con diferentes concentraciones de P4.
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VI. Metodologia

1. Muestras biologicas

El uso de las membranas corioamnioticas humanas para este proyecto (No. de
registro 212250-06161), fue aprobado por los comités internos de Investigacion y
Etica del Instituto Nacional de Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes (INPer
IER). Las membranas corioamnidticas utilizadas en todos los experimentos, fueron
tomadas una vez que las mujeres accedieron a participar en el estudio y después

de haber firmado el consentimiento informado.

En el estudio participaron 15 mujeres embarazadas sanas atendidas en el INPer IER
(Tabla 2), con periodo gestacional a término, de producto Unico, intervenidas por
cesarea electiva, sin antecedentes ni signos clinicos de infeccion intrauterina. Se
excluyeron a mujeres embarazadas que padecieran diabetes mellitus, hipertension

arterial, obesidad o que estuvieran bajo algun tratamiento con antibidticos.

Caracteristica Promedio Rango
Edad materna en afios (+DE) 29.69 (5.64) (23-37)
Edad gestacional en semanas (+DE) 38.08 (1.06) (37-39)
Ndmero de gesta (+DE)s 2.5(0.79) (1-4)

Tabla 2. Caracteristicas maternas de la poblacion que participo en el estudio.

Las células mononucleares de sangre periférica 6 PBMC (de sus siglas en inglés:
peripheral blood mononuclear cells) utilizadas como control positivo en las
técnicas de Western blot e inmunohistoquimica, se obtuvieron de un pool de

muestras de sangre total de 5 donadores sanos de género masculino.
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2. Reactivos

El lipopolisacarido de E. coli (055:B5), la progesterona (4-Pregnona-3,20 diona) y el
anti-progestageno RU486 (Mifepristone) fueron comprados a Sigma-Aldrich (St.

Louis, MO) con la debida carta responsiva de uso.

3. Procesamiento de las membranas corioamniodticas humanas

Inmediatamente después del nacimiento, las membranas corioamniéticas fueron
cortadas a 5-6 cm de distancia del disco placentario y colocadas en un contenedor
estéril con medio Dulbeco Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco BRL, Bethesda,

MD) para su transporte al laboratorio.

En el laboratorio, las membranas se procesaron en condiciones de esterilidad en la
campana de flujo laminar, donde fueron lavadas con solucién salina (NaCl 0.9%),
para eliminar los residuos de sangre. El amnios se separé manualmente de la
coriodecidua con ayuda de pinzas, se cortaron explantes de 12 mm de diametro.
Dos explantes de epitelio amniético por pozo se cultivaron en cajas de 24 pozos
(Corning, St. Lowell, MA) con 500 pul de DMEM libre de hormonas y sin rojo de
fenol, suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado, 1% de piruvato de
sodio 1 mM y 1% de antibidtico antimicético (100 U/ml penicilina, 100 pg/ml
estreptomicina y 0.25 ug/ml  anfotericina) (Gibco BRL). Los explantes fueron

cultivados a 37 °C en una atmésfera con 5% de CO; (Figura 7).
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Corion

Figura 7. Procesamiento de Tejidos. A. Toma de la muestra en el quiréfano. B. Lavado de membranas en
campana de flujo laminar. C. Separacion manual del corion y el amnios. D. Corte de los explantes del epitelio

amnidtico. E. Cultivo de explantes

4. Viabilidad metaboélica de los explantes de epitelio amniético

Para demostrar que la viabilidad de los explantes no disminuia de manera
significativa durante la duracién del experimento, se realizd una prueba de
viabilidad metabdlica utilizando el Kit XTT (Roche Applied Science, Manheim, DE),
este ensayo comercial tiene como fundamento, la reduccion de la sal de tetrazolio
(XTT) color amarillo a la sal de formazan color naranja, por accion de una
deshidrogenasa mitocondrial. La reaccion colorimétrica es un indicador de células

metabdlicamente activas, que se consideran viables.
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Este ensayo consistié en mantener los explantes en cultivo durante 96 h, se
agregaron 250 pl de mezcla XTT-acoplador de electrones en una proporcién 50:1 a
cada pozo a las 0, 24, 48, 72 y 96 h, los cultivos se incubaron a 37 °Cy 5% de CO,,
monitoreando la reacciéon cada 25 min, el desarrollo maximo de color se observo
después de 1 h de incubacién. Tiempo en que se recuperaron los medios para la

lectura a 450 nm.
5. Estimulacion y tratamiento del epitelio amniotico en cultivo

Durante las primeras 24 h de cultivo, los explantes del epitelio amniotico fueron
pre-tratados con concentraciones de 1.0, 0.1 y 0.01 uM de P4. Posteriormente los
explantes se lavaron con solucién salina y se co-estimularon con 1000 ng/ml de
LPS y/o las diferentes concentraciones de P4 durante 24 h. Los explantes también
fueron co-tratados con LPS y RU486 en presencia y en ausencia de P4. Como
controles adicionales, fueron incluidos el tratamiento solo con P4 y el tratamiento

solo con RU486, ambos sin el estimulo con LPS (Figura 8).

cultivo de expla“tes controles adicionales
* P4 0.01uM
*+ RU4861.0 uM

Control
c/vehiculo
\ Tratamientos
* LPS1000ng/ml

Pre-tratamiento de P4 * LPS1000ng/ml+ P4 (1.0,0.1y0.01pM)
(1.0, 0.1 y 0.01 pM) =« | PS1000ng/ml+ P4 (0.1 uM) + RU486 (1.0 uM)
l «  LPS 1000ng/ml+ RU486 (1.0 pM)
v
Dia 1* Dia 2*

*24ha37°C,5%C0,
DMEM suplementado con 10% de suero fetal libre de hormonas, 1% de antibidtico antimicotico

Figura 8. Esquema que muestra las distintas modalidades de tratamientos del epitelio amnidtico

en cultivo. Cada experimento se realizo por triplicado.
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Después de 24 h de co-estimulacion y tratamiento de los tejidos, el medio de
cultivo de cada tratamiento se recupero6 en su totalidad (600 pl) y se guardé a -40
°C para posteriormente determinar la concentracion de TNF-q, IL-6, IL-8, IL-10 y
HBD-2 por ELISA. Los tejidos recuperados de cada tratamiento fueron pesados para
normalizar los valores de ELISA en funcion del peso de tejido, posteriormente se
procesaron para obtener el extracto proteico de la fraccion citosolica y/o para

hacer inmunohistoquimica.

6. Técnica de Western Blot

Para obtener el extracto de proteinas totales presentes en el tejido, las muestras se
congelaron rapidamente a -80 °C en 300 ul de Cell Extraction Buffer (Invitrogen
California, USA) compuesto de: Tris 10 mM (pH 7.5), NaCl 100 mM, EDTA 1 mM,
EGTA 1 mM, NaF 1 mM, Na4P207 20 mM, Na3vVO4 2 mM, Tritdn X-100 1%,
Glicerol 10%, SDS 0.1%, Desoxicolato 0.5%, PMSF 1 mM y 1:1000 de un coctel de
inhibidores de proteasas P8340 (Sigma-Aldrich).

Los tejidos se mantuvieron a -80 °C por 2 h, posteriormente se descongelaron,
manteniéndolos a 4 °C y se centrifugaron a 14 0000 rpm a 4 °C durante 15 min
para recuperar el sobrenadante y cuantificar la concentracion de proteinas por el

método de Bradford (1976).

Geles al 10% (SDS-PAGE) fueron preparados y en ellos se cargaron 20 pg/pozo de
proteina de cada muestra. La electroforesis se corrié en cdmaras Mini-Protean tetra
cell (Bio-Rad, Hércules CA) a 120 V durante 1.5 h, posteriormente los geles se

transfirieron a membranas de Nitrocelulosa 0.45um Hybond (GE Healthcare
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Limited, Buckinghamshire UK) en camara Mini Trans-blot (BioRad) a 150 V durante
1h.

Las membranas de nitrocelulosa se bloquearon con TBS1X (Tris HCl 20 mM pH7.6,
NaCl 137 mM) con 3.5% de leche baja en grasa durante 2 h. Posteriormente se
retird la solucion de bloqueo, sin realizar lavados se agreg6 el anticuerpo primario
policlonal de conejo anti-TLR-4 (H-80) (Santa Cruz Biotechnology Califirnia, USA)
diluido 1:1000 en buffer TBS-Tween 0.05% y 3% de leche baja en grasa y se incubd
toda la noche a 4 °C con agitacién constante. Terminado el tiempo de incubacion
la membranas de nitrocelulosa se lavaron cinco veces durante 10 min con TBS-

Tween 0.05%.

Una vez concluida la serie de lavados las membranas se incubaron con el
anticuerpo secundario conjugado con HRP, anti-IgG de conejo (Vector
Laboratories, Inc, California, USA) diluido 1:10,000 en buffer de TBS-Tween 0.05% y
3% de leche baja en grasa, con el cual se incubd por 1h a temperatura ambiente;
finalmente las membranas se lavaron con TBS-Tween 0.05% y se agregd el reactivo
quimioluminiscente Super Signal (Thermo Scientific Pierce, Waltham MA) para

revelar la sefal en placas de autoradiografia Hyperfilm ECL (GE Healthcare Limited).

7. Técnica de inmunohistoquimica

Para localizar la forma proteica de TLR-4 en el epitelio amnidtico, los tejidos
controles y tratados se lavaron con solucion salina, posteriormente se pasaron por
un gradiente del 10 al 30% de sacarosa en PBS 1X con 0.1% de azida de sodio, con

el fin de proteger/mantener la integridad estructural del tejido evitando que se
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formen cristales dentro del tejido cuando este es congelado. Finalmente los tejidos
se congelaron en medio OCT-Tissue-Tek (Sakura Finetek, Inc. Torrance, California,
USA) para realizar los cortes en criostato y colocarlos sobre laminillas silanizadas.
Inmediatamente los tejidos se descongelaron a temperatura ambiente y se fijaron

con acetona a -20 °C por 15 min.

La actividad de la peroxidasa endogena se bloqued sumergiendo las laminillas en
una solucion de metanol con 0.05% de perdxido de hidrogeno durante 15 min. Las
muestras se lavaron con PBS 1X y la unidn inespecifica se bloqued con una
solucion de 10% de suero de caballo inactivado y 30% de suero humano inactivado

en PBS 1X, durante 1h a temperatura ambiente y en camara humeda.

Las muestras se lavaron y se incubaron toda la noche a 4 °C con el anticuerpo
policlonal de conejo anti-TLR-4 (Novus, Littleton, USA) a una concentracion de
10 ug/ml. Para el control negativo se utilizé un Isotipo de IgG de conejo (Santa

Cruz Biothecnology) a la misma concentracion.

Las muestras se lavaron con PBS 1X y se incubaron por 30 min a temperatura
ambiente con el anticuerpo secundario conjugado con Biotina anti-conejo (Vector)
a una concentracion de 10 ug/ml. Posteriormente las muestras se incubaron con el
conjugado estreptavidina-peroxidasa por 5 min, finalmente para revelar las
proteinas inmunoreactivas se adicioné el sustrato AEC kit (Invitrogen) y se
monitoreo el desarrollo de color durante 15 min. La reaccion se par6 con un lavado
de agua destilada durante 5 min, tras el cual se contra-tifieron los nucleos celulares
con hematoxilina de Harris por 30 seg, lavando inmediatamente con agua de la

llave y finalmente las muestras se montaron en himedo con el medio acuoso
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Permount (Fischer Scientific, USA.) dejandose secar para analizarse posteriormente

por microscopia de luz.

8. Técnica de ELISA

Para medir la Expresion de MyD88 se utilizd una prueba de ELISA DuoSet (R&D
Systems), utilizando como muestras los extractos de proteinas obtenidas a partir

del tejido.

La concentracion de las citocinas (TNF-a, IL-6, IL-8, IL-10) vy el péptido
antimicrobiano HBD-2 en los medios de cultivo provenientes de los diferentes
tratamientos, se determinaron mediante ensayos de ELISA especificos usando kits
comerciales tipo duoset: para las citocinas (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) y
para péptidos antimicrobianos (Pepro Tech, Rock Hill, NJ, USA). Llas
concentraciones de los anticuerpos y recombinantes utilizados para cada ensayo se

muestran en la siguiente Tabla:

Anticuerpo de Anticuerpo de

ELISA S errt Curva estandar Sensibilidad
MyD88 0.4 ng/ml 200 ng/ml 0.3-20 ng/ml 0.1 ng/ml
TNF-a 4 ng/ml 250 ng/ml 0.5-10 ng/ml 0.2 ng/ml

IL-6 2 ug/ml 200 ng/ml 0.5-10 ng/ml 0.2 ng/ml

IL-8 0.5 ug/ml 100 pg/ml 15.6-1000 pg/ml 10 pg/ml
HDB-2 2 ug/ml 0.5 ug/ml 15.6-1000 pg/ml 10 pg/ml
IL-10 0.25 pg/ml 200 pg/ml 31.25-2000 pg/ml 10 pg/ml
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Para el procedimiento general de las ELISAS se colocaron 100 pl del anticuerpo de
captura en placas NUNC (Nalgene Nunc, Dinamarca), las placas se incubaron toda

la noche a temperatura ambiente.

Terminando la incubacion y para eliminar el exceso de anticuerpo las placas se
lavaron con PBS-Tween y la uniéon inespecifica de los anticuerpos se bloqued
colocando 300 ul de una solucién de albimina al 1% en PBS 1X a cada pozo,
durante 1 h a temperatura ambiente, posteriormente se lavaron con PBS-Tween 20
y se colocaron 100 pl de cada punto de la curva o de muestra incubando por 2 h a
temperatura ambiente. Posteriormente las placas se lavaron y se agregaron 100 pl
del anticuerpo de detecciéon a cada pozo. Las placas se incubaron durante 2 h a
temperatura ambiente, tras lo cual se retir6 el anticuerpo no adherido con lavados

de PBS-Tween 20.

Después de los lavados, se agregaron 100 ul del conjugado estreptavidina-HRP/
avidina-HRP a cada pozo, incubando por 20-30 min a temperatura ambiente. Para
el desarrollo de color, las placas se lavaron nuevamente con PBS-Tween 20 y se
agregaron 100 pl del sustrato correspondiente ABTS (Peprotech) y H,0,-

Tetrametilbencidina (R&D Systems), monitoreando la reaccion durante 20 min.
La reaccion de las placas de los kits de R&D Systems se paré con 50 ul de una

solucién 2N de H,SOq4, la densidad Optica se leyd a 450 nm; las placas de los kits de

Peprotech se leyeron a 405 nm.
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Los valores crudos de las ELISAs fueron normalizados en funcidn del peso humedo
de los tejidos, dividiendo el valor de la ELISA entre el peso del tejido en mg, para

obtener el valor correspondiente al producido por mg de tejido.

9. Analisis estadistico

El analisis de los datos se realizé en el programa Sigma Stat 11.0 (Systat Software,
California, USA). Las pruebas de normalidad de Kolmogorov-Smirnoff y Shapiro
Wilk fueron aplicadas y posteriormente se realizé una prueba de t-Student para
hacer las comparaciones entre los grupos; en los casos en que los datos no
pasaron la prueba de normalidad se realizd una prueba de Mann-Whitney U, en

ambos casos se considerd significativo un valor de p<0.05.
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VII. Resultados

1. Validacion del modelo

La prueba de viabilidad metabodlica hecha con el sistema colorimétrico XTT
demostré que los explantes del epitelio amniotico en cultivo mantienen sus
capacidades metabdlicas sin cambios significativos durante las 96 h de cultivo

(Figura 7).
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Figura 7. Ensayo de viabilidad de los explantes del epitelio amnidtico. La gréfica representa el

promedio + error estandar, n=3 membranas.

Una vez demostrado que los explantes se mantienen metabdlicamente viables, se
procedio a implementar los diferentes tratamientos al epitelio amnidtico, que
consistieron basicamente en el pre-tratamiento con P4 en el dia 1 de cultivo y el

co-tratamiento con P4, LPS y RU486 en el dia 2.
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2. Efecto de la P4 sobre la expresion del TLR-4/MyD88 en el epitelio amniético

estimulado con LPS

2.1 Expresion del TLR-4 en el epitelio amniético humano

La expresion de TLR-4 a nivel de proteina medida por medio del western blot,
demostré que en comparacion con las condiciones basales, estimular el epitelio
amniotico con 1000 ng/ml de LPS incrementa la expresion de TLR-4
significativamente. El pre-tratamiento con las tres concentraciones de P4 (1.0,0.1y
0.01 uM) es efectivo para disminuir la expresién de la forma proteica del TLR-4 en
el epitelio amnidtico. El co-tratamiento con RU486 bloquea el efecto de la P4,

observandose valores de la expresion del TLR-4 cercanos a los inducidos por el LPS

(Figura 8).
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Figura 8. a) Western blot representativo de la expresion del TLR-4 en el epitelio amnidtico humano.
£/ peso correspondiente a la sefial del TLR-4 fue de 93 KDa y de GAPDH utilizado como control, fue
de 36 kDa. b) Andlisis semicuantitativo de la intensidad Optica de las bandas del western blot. La
gréfica representa el promedio+ error estandar, n=15.* p<0.05 vs control, * p<0.05 vs LPS, ° p<0.05

vs P4+LPS+RUA486.
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2.2 Inmunolocalizacion de TLR-4

El analisis de la expresion del TLR-4 en cortes de epitelio amnidtico confirmé los
resultados obtenidos mediante la técnica de Western blot, mostrando que el
estimulo con LPS incrementa las formas inmunoreactivas, localizandose la sefial en
practicamente todas las células que conforman el epitelio amniotico (Figura 9b).
Mientras que el co-tratamiento con P4 a 1.0 (Figura 9¢c) y 0.01 uM (Figura 9d)
inhiben la expresion del TLR-4 en la mayoria de las células. El co-tratamiento con
RU486, bloquea el efecto de la P4 sobre la expresion del TLR-4, observandose un

incremento de la sefial de TLR-4 (Figura 9e).

Figura 9. Localizacion del TLR-4 en tejidos congelados del epitelio amnidtico. a) Control, b)
tratamiento con LPS 1000ng/mi, ¢) co-tratamiento con LPS 1000ng/m/ y 1.0 uM de P4, d) co-
tratamiento con LPS 1000ng/ml y 0.01 uM de P4, e) co-tratamiento con LPS 1000ng/m/, 0.01 uM de
P4 y 1.0 uM de RU486.
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2.3 Expresion de MyD88

El patron de expresion de MyD88 fue similar al observado en la expresion del TLR-4
(Figura 10). Comparado con el control (1640 + 598 pg/mg de tejido), el
tratamiento con 1000 ng/ml de LPS incrementd la expresion de MyD88 4 veces
(72.14 + 9.05 pg/mg de tejido). El pre-tratamiento con las tres concentraciones de
P4 (1.0, 0.1 y 0.01 uM) fue capaz de disminuir la expresiéon de MyD88 (26.11 + 6.60
pg/mg de tejido, 49.81 + 9.60 pg/mg de tejido y 29.50 + 6.30 pg/mg de tejido
respectivamente) inducida por el LPS. El co-tratamiento con P4 y el anti
progestageno RU486 revirtio el efecto de la progesterona (70.61 + 10.57 pg/mg de
tejido).
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Figura 10. Expresion de MyD88 determinada por ELISA, utilizando el extracto de proteinas
citosdlicas del epitelio amnidtico bajo los diferentes tratamientos. La grafica representa el promedio

+ el error estandar, n= 15. * p<0.05 vs control, * p<0.05 vs LPS, ° p<0.05 vs P4+LPS+RUA486.
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3. Efecto de la progesterona en el patrén de secreciéon de citocinas pro-

inflamatorias

Considerando que la activacion del TLR-4 induce la secrecion de citocinas pro-
inflamatorias, decidimos cuantificar la secrecién de TNF-a e IL-6, citocinas que se
emplean comunmente como marcadores de un proceso inflamatorio en las MCH

(Cobo y cols., 2009).

3.1 Secrecion de TNF-o e IL-6

Los niveles de TNF-a en el control fueron de 0.71 + 0.11 ng/mg de tejido, casi
indetectables, los de IL-6 fueron de 94.45 + 16.66 pg/mg. La estimulacion de los
explantes con 1000 ng/ml de LPS indujo un incremento de 32 veces la secrecion de

TNF-a (22.59 + 3.74 ng/mg de tejido) y 8 veces la secrecién de IL-6.

Las tres concentraciones de P4 (1.0, 0.1 y 0.01 uM) disminuyeron la secrecion de
TNF-a inducido por el LPS hasta un 60% (7.15 + 0.75 ng/mg de tejido, 7.92 + 0.71
ng/mg de tejido y 8.33 + 0.87 ng/mg de tejido respectivamente), mientras que la
secrecion de IL-6 solo disminuyd con las concentraciones de 1.0 y 0.1 uM de P4 50
y 35% respectivamente (3 84.08 + 50.79 pg/mg de tejido y 472.84 + 34.86 pg/mg
de tejido).

El RU486 bloquea el efecto de la P4 induciendo un incremento en la secrecion de

TNF-a e IL-6 de 17.52 + 3.35 pg/mg de tejido y 733.14 + 82.73 pg/mg de tejido,

valores similares a los inducidos por el LPS (Figuras 11y 12).
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Figura 11. Concentracion de TNF-a determinada por ELISA en el medio de cultivo de los explantes
del epitelio amnidtico en los diferentes tratamientos. La grdfica representa el promedio + el error

estandar, n= 15, * p<0.05 vs control, * p<0.05 vs LPS, ° p<0.05 vs P4+LPS+RU486.
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Figura 12. Secrecion al medjo de cultivo de IL-6 medida por ELISA como respuesta a los diferentes
tratamientos aplicados al epitelio amnidtico. La gréfica representa el promedio + el error estandar,

n= 15 *p<0.05 vs control, * p<0.05 vs LPS, ° p<0.05 vs P4+LPS+RUA486.

41



3.2 Secrecion de IL-8

El perfil de secrecion de IL-8 secretada al medio se incrementé 3 veces (67.99 +
9.36 pg/mg de tejido) cuando el epitelio fue estimulado con 1000 ng/ml de LPS,
comparado con el control (23.86 + 5.7 pg/mg de tejido). El pre-tratamiento con 1.0,
0.1 y 0.01 uM de P4 disminuyé la secreciéon de IL-8 a niveles cercanos al basal
(33.33 + 423, 30.24 + 570 y 22.03 + 6.22 pg/mg de tejido respectivamente). La
adicion de RU486 incrementd 2 veces la secrecion de esta quimiocina (61.01 +

14.60 pg/mg de tejido), revirtiendo el efecto de la P4 (Figura 13).
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Figura 13. Secrecion de IL-8 determinada por ELISA en los explantes del epitelio amnidtico en los
diferentes tratamientos. La grafica representa el promedio + el error estandar, n= 15. * p<0.05 vs

control, ? p<0.05 vs LPS, ° p<0.05 vs P4+LPS+RU486.
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3.3 Secrecion IL-10

Comparado con el control (0.88 + 0.24 pg/mg de tejido), el tratamiento con la
endotoxina incrementd 3 veces la secrecion de IL-10 (2.51 + 0.17 pg/mg de tejido),

mientras que la P4 fue incapaz de disminuir la secrecién inducida por el LPS (Figura

14).
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Figura 14. Valores de IL-10 secretados por el epitelio amnidtico en los diferentes tratamientos,
determinados por ELISA. La grafica representa el promedio + el error estandar, n= 15. * p<0.05 vs

control, ? p<0.05 vs LPS, ° p<0.05 vs P4+LPS+RUA486.
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3.4 Secrecion de HBD-2

El estimulo de los explantes del epitelio amnidtico con 1000ng/ml de LPS,
incremento la secrecion de HBD-2 hasta 5 veces (246.88 + 21.95 pg/mg de tejido)
comparado con el control (50.368 + 3.78 pg/mg de tejido). La concentracion de P4
1.0 uM fue la mas efectiva para disminuir hasta un 50% la secrecién de HBD-2
inducida por LPS (123.54 + 25.34 pg/mg de tejido). El RU486 recuper¢ el efecto del
LPS incrementando la secrecion de HBD-2 (273.18 + 36.43 pg/mg de tejido) (Figura
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Figura 15. Concentracion de HBD-2 medida por ELISA, secretada por los explantes del epitelio
amnidtico en los diferentes tratamientos. La grafica representa el promedio + el error estandar, n=

15 * p<0.05 vs control, * p<0.05 vs LPS, ° p<0.05 vs P4+LPS+RUA4S6.
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VIII. Discusiéon

Actualmente, la prevencion y comprension de los mecanismos fisiopatogénicos
que condicionan el desarrollo del parto prematuro siguen siendo una prioridad
obstétrica y perinatal; si bien estd patologia es de origen multifactorial, el
desarrollo de un proceso infeccioso a nivel intrauterino es considerando el principal
factor causal, ya que la complicacion de éste puede ocasionar la infeccidon de la
cavidad amnidtica y eventualmente del feto. En este contexto, evidencia clinica
indica que el uso de antibiéticos no es recomendado, ni efectivo para prevenir el

desarrollo de esta patologia (Subramaniam y cols., 2012).

En este sentido, es poco probable que el patégeno por si solo ocasione la
interrupcién del embarazo, puesto que se ha detectado la presencia de bacterias
en las membranas corioamnidticas de pacientes con embarazo a término
intervenidas por cesarea (Steel y cols., 2005); sin embargo, la respuesta inmune de
los tejidos maternos y fetales inducida por el patdégeno, parece ser el principal
factor que altera el ambiente inmunol6gicamente privilegiado, activando la cascada
de citocinas pro-inflamatorias y PGs incompatibles con el embarazo (llievski y cols.,

2007).

Durante el embarazo las competencias inmunoldgicas de las membranas
corioamnidticas son claves para entablar una respuesta efectiva frente a distintos
agentes patdgenos que invaden la cavidad intrauterina, ya que desde el punto de
vista anatomico, éstas se encuentran estratégicamente posicionadas entre la
cavidad uterina ya contaminada y la cavidad amniotica aun estéril. En estos tejidos

el reconocimiento de los patdégenos y la eventual respuesta inmunoldgica es
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atribuida a la expresion y activacion de los receptores de inmunidad innata de la

familia de los TLRs (Abrahams y cols., 2013).

Por otro lado, la P4 tiene como una de sus principales funciones el establecimiento
y mantenimiento del embarazo (Astle Sy cols., 2003). La administracién profilactica
de P4 en mujeres gestantes, se basa en diversos estudios clinicos que han
demostrado los beneficios de esta hormona para tratar pacientes con historial de
pérdidas gestacionales recurrentes (Daya y cols., 1989; Hussain y cols., 2012) y/o
antecedentes de parto pretérmino espontaneo o asociado a cuello cervical corto
(<15 mm de longitud) (da Fonseca y cols., 2003, O’'Brien y cols., 2009, Fonseca y
cols., 2007).

El estudio de las propiedades de la P4 en presencia de un proceso infeccioso
durante el embarazo, solo han sido estudiadas en modelos animales. El pre-
tratamiento con P4, después de la infusion de LPS por via intrauterina en un
modelo murino, demostré que la P4 ejerce acciones anti-inflamatorias, al disminuir
la secrecion de citocinas pro-inflamatorios y quimiocinas por el Utero, cérvix y
placenta (Elovitz y Mrinalini, 2005). Este cambio hacia un ambiente anti-
inflamatorio, incrementa la expresion del factor inhibidor de la leucemia (LIF) a
nivel del ARNm en el Utero. LIF, proteina necesaria para la implantacién del
blastocisto, disminuye la produccién de éxido nitrico, lo que se consiguié disminuir
la reabsorcion fetal embrionaria inducida por el LPS, prolongando asi el embarazo

y llevandolo a término en la mayoria de los casos. (Aisemberg J y cols., 2013).
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En este trabajo nosotros investigamos el efecto de la P4 sobre la expresion y

sintesis de diversos elementos de inmunidad innata del epitelio amniético humano,

asociados al estimulo con LPS de E. coli.

Nuestros resultados demuestran que la P4 regula a la baja la expresién del receptor
de membrana TLR-4 y de la proteina adaptadora MyD88, asi como la secrecion de
las citocinas pro-inflamatorias TNF-o, IL-6 e IL-8 y el péptido antimicrobiano HBD-
2, mientras que no mostré efecto alguno sobre la secrecién de la citocina anti-

inflamatoria IL-10.

La participacién del TLR-4 en el reconocimiento del LPS por el epitelio amnidtico
humano, fue demostrada por Adams y cols., (2007) en un modelo de estimulacién
ex vivo de las membranas corioamnioticas humanas con LPS; el estimulo indujo
una translocacion del TLR-4 desde la zona apical a la zona basal —en contacto con
el corion- de las células del epitelio amniético, sugiriendo un papel regulador del
receptor en el reconocimiento de los patdgenos intraamnidticos y una regulacién

pos-transcripcional del TLR-4 en este tejido.

El presente trabajo demuestra que la estimulacion /n vitro de los explantes del
epitelio amnidético humano con LPS incremento la expresion del receptor, estos
resultados son congruentes con datos clinicos que reportan el incremento de la
expresion del TLR-4 a nivel de proteina y el ARNm en las membranas
corioamnidticas de pacientes diagnosticadas con corioamnionitis histologica,

respecto a aquellas pacientes que no presentaron esta patologia (Kim y cols., 2004).
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Estos resultados indican que TLR-4 es un elemento esencial para la activacion de la
respuesta inmune, en las membranas corioamnidticas humanas, lo cual es
sustentado por los resultados obtenidos de un modelo primate no humano, que
demostraron el incremento en la secrecidon de citocinas pro-inflamatorias y PGs en
respuesta a la estimulacion intraamnidtica con LPS, misma que puede ser inhibida
al bloquear la activacion de TLR-4 con un antagonista sintético (TLR-4A), lo que
coincide con la disminucidn significativa de la actividad uterina, convirtiendo a este
receptor en una molécula clave que podria ser modulada diferencialmente en el

tratamiento del parto pretérmino asociado a infeccion (Adams y cols., 2008).

Considerando esto Uultimo, nosotros estudiamos el efecto de la P4 sobre la
expresion del TLR-4, observando que el pre-tratamiento con P4 de los explantes
del epitelio amniotico regula a la baja la expresion del TLR-4 inducida por el LPS.
Este resultado es respaldado por dos modelos experimentales, uno en
monocitos/macréfagos humanos (Srivastava y cols., 2007) y otro en fibroblastos de
cérvix humano (Fukuyama y cols, 2012); en los cuales la P4 demostré ser un

eficiente regulador/inhibidor de la expresién del TLR-4 inducida por LPS.

Debido al efecto inhibidor de la P4 sobre el TLR-4 que demostrado en este trabajo,
se decidio evaluar si la hormona podria ejercer efectos moduladores sobre la via de
sefalizacion del TLR-4, por lo que se decidid medir la expresidn a nivel de proteina
de MyD88, una proteina adaptadora clave en la activacion de TLR-4 en respuesta a
LPS. Los resultados confirman que efectivamente, el tratamiento con LPS
incrementa de manera significativa los niveles citoplasmaticos de MyD88 en un
patron muy similar al observado en el TLR-4, sugiriendo que la expresién de ambos

elementos estd coordinada. Este efecto también ha sido reportado a nivel del
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ARNm en leucocitos de sangre periférica de neonatos diagnosticados con infeccion

por bacterias Gram-negativas (Zhang y cols., 2010).

Por otro lado, nuestros resultados demostraron que el pre-tratamiento con P4
disminuye de manera significativa los niveles citoplasmaticos de la proteina de
MyD88 comparados con los niveles observados en el epitelio amniotico tratado

Unicamente con LPS.

El efecto de la P4 sobre MyD88 no ha sido estudiado, existe un solo reporte al
respecto en células mononucleares de recién nacidos estimulados con E. cofi, en
donde la P4 no tiene efecto sobre MyD88 a nivel del ARNm ni de proteina
(Giannoni y cols., 2011); sin embargo, evidencia experimental ha demostrado que la
débil respuesta a LPS de las células inmunes de los recién nacidos esta asociada a

bajos niveles de expresion del TLR-4 y MyD88 (Yan y cols., 2004).

En este contexto, Filipovich y cols. (2009) utilizando ratones knockout incapaces de
expresar MyD88, demostraron que la sefializacion del TLR-4 dirigida por MyD88 en
respuesta a una infeccion intrauterina con E. coli, es necesaria para desarrollar el

parto pretérmino.

Las evidencias citadas y los resultados de este trabajo, sugieren que la expresion
del TLR-4 y la activacion de la cascada de sefalizacion dependiente de MyD88, es
un mecanismo fundamental del epitelio amnidtico para responder a una infeccion
por bacterias Gram negativas, asi mismo sugieren que la P4 es capaz de regular

este mecanismo.
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Evidencia clinica y experimental sustenta de manera consistente que la secrecion
masiva y descontrolada de factores pro-inflamatorios como TNF-q, IL-1B, IL-6 e IL-8
por parte de los tejidos maternos y fetales en respuesta a proceso infeccioso altera
irreversiblemente el equilibrio inmunologico e induce el encendido del trabajo de

parto (Gomez y cols., 1995; Menon y cols., 2004).

Nuestro trabajo demuestra que la estimulacion de los explantes del epitelio
amniético con LPS incrementé la secrecion de TNF-a, una citocina cuyos niveles
son indetectables a lo largo del embarazo normal, y que se incrementan de
manera significativa en la cavidad amnidtica y en sangre periférica de la madre
cuando ésta desarrolla un proceso infeccioso a nivel de la cavidad intraamniética
(Romero y cols., 1989), condicion bajo la cual, esta citocina induce la produccion de

PGs y MMPs en el amnios, la decidua y el miometrio (Romero y cols., 1988).

Modelos experimentales con primates no humanos, proveen importante evidencia
de la regulacién temporal de la secrecién/produccion de las citocinas pro-
inflamatorias bajo un escenario de infeccién intrauterina. Estos estudios indican
que en respuesta a la infeccion con patégenos como el Estreptococcus agalactiae
(Gravett y cols.,, 1994), E. coli y/o LPS (Creasey y cols., 1991) TNF-a es la primer
citocina en ser secretada, misma que actia como un modulador clave en la

secrecion de otras citocinas, entre ellas IL-6 e IL-8 en el liquido amnidtico.

Los efectos citotoxicos a nivel celular, tisular y sistémicos de TNF-a han sido
ampliamente reportados (Park y cols., 2004; Procianoy 2012). Durante el embarazo,
Holmgren y cols., (2008) demostraron en un modelo murino, que el bloqueo de la

accion de TNF-a con el uso de un anti-TNF-a disminuye de manera significativa la
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muerte fetal y la pérdida gestacional. Adicionalmente se demostrd que el bloqueo
de la accion de TNF-a coincidié con la disminucion significativa en los niveles del
ARNm de IL-6 e IL-1B, lo que confirma el papel clave que tiene TNF-a en el inicio y

mantenimiento de la secrecidon de otros modulares pro-inflamatorios.

En nuestro modelo, el pre-tratamiento de explantes de epitelio amnidtico con P4
inhibid la secrecion de TNF-a inducida por el LPS, estos resultados son congruentes
con otros estudios en los que la P4 regula la produccién de TNF-a inducida por el
tratamiento con LPS o E. coli en células mononucleares de recién nacidos (Schwartz

y cols., 2009; Peltier y cols., 2008).

Un dato relevante sobre el efecto de la P4 en la regulacion de TNF-a, ha sido
reportado en un trabajo con macréfagos estimulados con LPS, demostrando que la
produccion de TNF-a puede ser regulada por la P4 via la inhibicion del NFkB,
disminuyendo la produccidon posiblemente no solo de TNF-a, sino de otras

citocinas pro-inflamatorias (Miller y cols., 1996).

IL-6 es una citocina usada por consenso como biomarcador para diagnosticar un
proceso de inflamacion en un estado asintomatico de infeccidén intraamniotica o
sindrome de respuesta inflamatoria fetal, ambos, factores de riesgo para desarrollar

un parto pretérmino, (Gomez y cols., 1998; Cobo y cols., 2009).

Nuestro estudio indico que el epitelio amnidtico secreta altos niveles de IL-6 en
respuesta al estimulo con LPS, lo que confirma lo previamente reportado por
Fortunato y cols. (1996). Por otro lado, evidencia experimental indica que la

infeccion in vitro de células del amnios humano con Mycoplasma hominis y
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Estreptococo aureus —microorganismos asociados a infeccion intrauterina— también

induce el incremento de IL-6 (Reisenberg y cols., 1997; Reisenberg y cols., 1998).

Por otro lado la pre-tratamiento de los explantes de epitelio amnidtico con P4
inhibe de manera significativa la secrecion de IL-6 inducida por el tratamiento con
LPS. Este efecto de la P4 sobre IL-6 ha sido reportado por Anbe y cols. (2007) en un
modelo murino de infusién intraamnidtica de LPS; asi mismo, Kim y su grupo,
(2012) reportaron en fibroblastos cervicales humanos que el incremento en la
concentracion de IL-6 a nivel del ARNm y proteina inducido por la estimulacidn con
LPS puede ser suprimido por el pre-tratamiento con P4. Esto sugiere que el uso de
P4 vaginal puede limitar —parcialmente- la respuesta pro-inflamatoria e inhibir en
consecuencia la produccién/secrecion de prostaglandinas por las células

deciduales y amnidticas (Mitchell y cols., 1991).

Otro modulador de interés para nuestro estudio fue IL-8, una quimiocina que
participa directamente en la activacion de neutréfilos y linfocitos T. Altos niveles de
este modulador han sido reportados en liquido amniético de mujeres con
infeccion intrauterina (Romero y cols., 1991; Hsu y cols., 1998) y parto pretérmino

(Saito y cols., 1993; Park y cols., 2005).

Estudios clinicos demostraron que altos niveles de IL-8 en suero materno, liquido
amnidtico y sangre de cordon umbilical estan relacionadas con la presencia de
patdgenos en la cavidad amnidtica (Witt y cols., 2005); los resultados de nuestros
experimentos reproducen parcialmente esta condicién, ya que demostramos que el
estimulo con LPS de los explantes del epitelio amnidtico induce una mayor

secrecion de IL-8; resultado que es sustentado con la utilizacién de cultivos
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primarios de células amni6ticas humanas que al ser infectados con Mycoplasma
hominis y Estreptococo aureus secretan niveles significativamente altos de IL-8 en

comparacion con niveles basales (Resisenberg y cols., 1998).

Evidencia experimental adicional demuestra que la secrecion de IL-8 por las células
del amnios y del corion es regulada por otras citocinas como IL-1B y TNF-a

(Trautman y cols., 1992; Ito y cols., 1994).

Por otro lado, los resultados del presente trabajo demuestran que la P4 tuvo un
efecto inhibidor sobre la secrecién de IL-8 inducida por el LPS, un efecto similar
que también ha sido reportado en células del epitelio amniodtico co-tratadas con
P4, bloqueando la capacidad de IL-1B para inducir IL-8 (Luodon y cols., 2003). Si
bien nosotros no medimos la produccion de IL-13 porque el amnios no la produce
(Bowen y cols., 2002), observamos un efecto del LPS sobre TNF-a otra citocina que
regula la secrecion de IL-8, de manera simultanea al LPS-como ya describimos
anteriormente - la P4 también inhibe la secrecion de TNF-a en nuestro modelo, lo

cual podria estar relacionado con la disminucion de IL-8.

Las citocinas hasta ahora discutidas estan relacionadas con la produccién de PGs y
el ambiente pro-inflamatorio en la interfaz materno-fetal, mientras que la IL-10 fue
caracterizada en un inicio como una citocina con funciones anti-inflamatorias; la
evidencia actual, indica que en el humano, IL-10 parece tener mas bien un papel
regulador, pudiendo actuar como una molécula estimuladora o inmunosupresora
dependiendo de las condiciones del ambiente inmunologico (Mitchell y cols.,

2004).
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En el embarazo, IL-10 es reconocida por ejercer efectos anti-inflamatorios,
evidencia experimental indica que IL-10 es capaz de inhibir la generacién de
contracciones uterinas inducidas por IL-1f en primates no humanos (Sadowsky y

cols., 2003).

En el humano, la expresion de IL-10 en los tejidos que componen a la interfase
materno-fetal, es mayor en las etapas tempranas del embarazo, disminuyendo
hacia el término del mismo (Trautman y cols., 1997), con lo cual las concentraciones
de citocinas pro-inflamatorias comienza a predominar hacia el final del embarazo,
este cambio en el perfil de las citocinas presentes es necesario para iniciar el
trabajo de parto (Hanna y cols., 2000), sugiriendo un papel regulador de IL-10

sobre el ambiente inmunoldgico asociado al inicio del trabajo de parto.

En este contexto, se ha demostrado que en el ratén, IL-10 ejerce un papel de

resistencia a inducir el parto pretérmino inducido por LPS (Robertson y cols., 2006).

Nuestros resultados confirman que la estimulacion del epitelio amnidtico con LPS
induce el incremento significativo de los niveles de IL-10 secretados al medio. Esta
respuesta ha sido observada y reportada recientemente por nuestro grupo vy la
hemos relacionado como parte de un mecanismo de compensacién de las
membranas para intentar acotar los efectos citotdxicos asociados a la infeccién con

E. coli (Zaga-Clavellina y cols., 2007).

Nuestros resultados mostraron que la P4 no tuvo ningun efecto sobre la secrecién
de IL-10 inducido por LPS en el epitelio amnidtico; resultados que sustentan esta

idea son los reportados en arterias fetoplacentarias estimuladas con LPS donde la
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P4 no inhibe la secrecion de IL-10 (Shields y cols., 2005). Esto indica que en
presencia de P4, la IL-10 se suma al efecto de la P4 y actlia como un regulador que

favorece un ambiente anti-inflamatorio.

En membranas corioamniéticas humanas IL-10 disminuye la produccion de TNF-a
inducida por LPS (Fortunato y cols., 1997), la secrecion de IL-10 parece ser un
mecanismo de estos tejidos para modular la inflamacién inducida por una infeccion
y mantener un ambiente de tolerancia durante el embarazo. En relacién a esto, IL-
10 y la P4 tienen un efecto negativo sobre la produccion de PGs, MMPs y el
ambiente pro-inflamatorio en las membranas corioamnidticas (Fortunato y cols.,

2001; Goldman y cols., 2007).

Por ultimo estudiamos la secrecion de HBD-2, un péptido con capacidades
antimicrobianas, este péptido es secretado por el epitelio amniético al liquido
amniético de manera basal y puede ser inducido por infeccién intraamnidtica (King
y cols., 2007; Stock y cols., 2007), lo que es congruente con el incremento en la
secrecion de este péptido inducido por el LPS en los explantes del epitelio

amniético que demostrd nuestro trabajo.

Nuestros resultados experimentales indican que la P4 fue capaz de inhibir la
secrecion de HBD-2 inducida por LPS, lo que esta sustentado por los reportado por
Han y cols., (2010) quien demuestra exactamente el mismo efecto anti-HBD2 de la

P4 en células del epitelio vaginal estimulados por LPS.

En conjunto nuestros resultados demuestran que la P4 tiene un efecto regulador

del ambiente inflamatorio en el epitelio amniotico, el co-tratamiento de los
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explantes del epitelio amniotico con el anti-progestageno RU486 bloquea el efecto
de la P4, evitando la accion anti-inflamatoria. Estos resultados nos permiten sugerir
que los efectos de la P4 sobre el epitelio amniotico, pueden ser mediados por la
union de la P4 al RP a través del mecanismo de accién clasico de la P4, 6 bien por
la unién al receptor de glucocorticoides (GR), como ha sido demostrado en

macréfagos (Jones y cols., 2008).

A la fecha no existen reportes de la existencia de elementos de respuesta a P4 en el
promotor del gen de TLR-4, la evidencia experimental sugiere que al menos en
macréfagos la P4 puede inhibir la respuesta mediada por TLR-4 inhibiendo la
activacion del NFkB e incrementando la expresion del ARNm de la proteina
supresora de la sefializacion de citocinas (SOCS1) (Su y cols., 2009). Esta molécula
disminuye la expresion del TLR-4 en células inmunes (Baetz y cols., 2004), de modo
que la induccién de SOCS en los tejidos fetales, como la placenta y las membranas
corioamniéticas por la P4, puede ser un mecanismo complementario de proteccion
inmunoldgica contra el efecto citotoxico de las citocinas pro-inflamatorias

asociadas a un proceso infeccioso (Blumenstein M, 2005).

Es importante sefialar que nuestro modelo experimental, al igual que cualquier
modelo presenta algunas limitaciones, principalmente el hecho de que estudiamos
el efecto de la P4 Unicamente en el epitelio amnidtico, lo cual representa una
pérdida de la respuesta de las membranas corioamniéticas como una unidad
funcional, ademas si bien utilizamos tejidos humanos, nuestros resultados solo
pueden ser aplicados a membranas corioamnioticas sanas de edad gestacional a

término.
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En conclusion, nuestros resultados demuestran que la P4 tiene un efecto
modulador sobre los elementos de inmunidad innata del epitelio amnidtico, la
inhibicion del TLR-4/MyD88 —el primer paso en el reconocimiento del patdégeno y
en el inicio de la respuesta inmune innata- en este tejido y la regulacion a la baja
de la secrecion de las citocinas pro-inflamatorias TNF-a, IL-6 y la quimiocina IL-8,
representa un mecanismo novedoso que puede explicar parcialmente el

mecanismo por el cual la P4 disminuye el riesgo de parto pretérmino (Figura 16).
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Figura 16. Modelo hipotético de accion de la P4 sobre el TLR-4 en el epitelio amnidtico humano. 1.
La activacion de TLR-4 por el LPS induce el incremento de citocinas pro-inflamatorias, la HBD-2, la
IL-10 e induce el incremento en la expresion del mismo receptor y de MyD88. 2. La P4 disminuye la
secrecion de citocinas pro-inflamatorias inducidas por la activacion del TLR-4 en respuesta a LPS,
pero no tiene efecto sobre IL-10, también disminuye la expresion de TLR-4 y MyD88. 3. El efecto de
la P4 es mediado via la union al RP, ya que en presencia de RU486, este antagonista de la P4
revierte el efecto de la hormona sobre los elementos de inmunidad innata del epitelio amnidtico

humano.
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IX. Conclusiones

1. La estimulacién del epitelio amnidtico humano con LPS induce el incremento en
la expresion del TLR-4y de la proteina adaptadora MyD88 indispensable en la via

de activacion de este receptor.
2. El incremento en la expresion/activacion del TLR-4 inducido por el LPS coincide
con el incremento en la secrecion de TNFo, IL-6, IL-8 y HBD-2 al medio por el

epitelio amnidtico.

3. La P4 inhibe de manera significativa los niveles del TLR-4/ MyD88 inducidos por
el LPS.

4. La P4 inhibe de manera significativa los niveles de TNFa, IL-6, IL-8 y HBD-2

inducidos por el LPS.

5. El co-tratamiento con el antagonista de P4, RU486, bloquea el efecto anti-

inflamatorios de la P4 en el epitelio amniético.
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X. Perspectivas

Los hallazgos presentados en este trabajo demuestran un importante efecto de la
P4 sobre la expresion de TLR4/MyD88 y la casada de citocinas pro-inflamatorias
que caracterizan el ambiente inmunolégico asociado al parto pretérmino; sin
embargo, son necesarios mas estudios para comprender el papel de la P4 en los

diferentes tejidos gestacionales humanos durante un proceso de infeccién.

En este sentido, nuestras perspectivas incluyen estudiar el patrén de expresién de
las isoformas A y B del RP y el efecto de la P4 a nivel transcripcional sobre la
expresion del ARNm del TLR-4, MyD88 y SOCS1 en el epitelio amniotico

estimulado con LPS.
Caracterizar el efecto de P4 en la coriodecidua y posteriormente en un modelo de

transwell en el cual la organizacion estructural de las membranas se mantiene

intacta.
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Anexos

1. Abreviaturas

ADN Acido desoxirribonucleico

ARNm Acido ribonucleido mesajero

GR Receptor de glucocorticoides

HBD-2 Beta defensina humana 2

IL-10 Interleucina 10

IL-13 Interleucina 1 beta

IL-6 Interleucina 6

IL-8 Interleucina 8 (actualmente llamada CXCL8)
LPS Lipopolisacarido

MEC Matriz extracelular

MMPs Metaloproteinasas de la matriz extracelular
MyD88 Factor de diferenciaciéon mieloide 88

NFkB Factor nuclear kappa de las células B activadas
P4 Progesterona

PAMPs Patrones moleculares asociados a patdégenos
PGs Prostaglandinas

RP Receptor de progesterona

RP-A Isoforma A del receptor de progesterona

RP-B Isoforma B del receptor de progesterona
SOCS 1 Proteina supresora de la sefializacion de citocinas 1
TLR Receptor tipo Toll

TLR-4 Receptor tipo Toll-4

TINF-a Factor de necrosis tumoral alfa
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Introduction

Problem

Infection of human fetal membranes elicits secretion of pro-inflamma-
tory modulators through its innate immune capacities. We investigated
the effect of lipopolysacharide (LPS) and progesterone (P4) upon expres-
sion of TLR-4/MyD88, TNFa, IL-6, IL-8, IL-10, and HBD2 on the human
amniotic epithelium.

Method of study

Explants of the human amniotic epithelium were pre-treated with 0.01,
0.1, and 1.0 pm of P4; then cotreated with 1000 ng/mL LPS. TLR-4 was
immuno-detected, and concentrations of MyD88, TNFo, IL-6, IL-8,
IL-10, and HBD2 were quantified by ELISA.

Results

P4 significantly reduced the expression of LPS-induced TLR-4/MyD88.
LPS increased the concentrations of TNFao, I1L-6, IL-8, IL-10, and HBD2
by factors of 30-, eight, three, three, and fivefold, respectively. P4 at
1.0 pm was the most effective dose to blunt the secretion of TNFa, IL-6,
and HBD-2. RU-486 blocks the effect of P4.

Conclusion

P4 inhibited LPS-induced TLR-4/MyD88 and pro-inflammatory factors
in the human amniotic epithelium. These results could explain partially
how P4 can protect the amniotic region of fetal membranes and gener-
ate a compensatory mechanism that limits the secretion of pro-inflam-
matory modulators, which could jeopardize the immune privilege
during pregnancy.

relation between mother and fetus is the result of a
very finely tuned relationship between the immune

The maternal-fetal interface is an immunologically
unique site that promotes tolerance to the allogeneic
fetus, while maintaining host defense mechanisms
against possible pathogens. In this context, the
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and endocrine system.’

During gestation, the innate immune system is
essential to elicit an immediate immune response
against microorganisms as well as a rapid and
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efficient recognition of infectious ‘non-self” patho-
gens.” In the maternal-fetal interface, fetal mem-
branes represent a physical and immunologic barrier
that protects the sterile amniotic cavity. The amnion
is the innermost layer of the membranes, in direct
contact with the fetus and amniotic fluid, composed
of a single layer of epithelial cells, a basement mem-
brane, and an avascular connective tissue matrix.?

During an infectious process that ascends from the
lower genital tract reaching the uterine cavity, the
human amniotic epithelium represents the last bar-
rier of the fetal membranes that a pathogen has to
breach before contaminating the amniotic fluid and,
eventually, the fetus.® On the other hand, endotoxin
[lipopolysaccharide (LPS)] from gram-negative bacte-
ria is found in the amniotic fluid in intra-uterine
infections associated with the risk for spontanecous
premature labor,” bronchopulmonary dysplasia,
respiratory distress syndrome,® and abortion.”®

Progesterone (P4) is an essential steroid hormone
in different reproductive events; in mammals, it is
produced by the granulosa cells and corpus luteum
of the ovary and plays an essential role in establish-
ing and maintaining pregnancy.” Experimental and
clinical evidence indicate that P4 has immune sup-
pressive properties and, although reports exist
indicating its anti-inflammatory effects, the mecha-
nism of action has not been characterized precisely.
However, there are reports that support P4’s
prevention of the pro-inflammatory process may be
exerted through modulation of the host immune
response.'? 2

Toll-like receptors (TLRs) are a class of transmem-
brane receptors that represent the first line of recog-
nition and defense in the fetal-maternal interface
against bacteria, fungi, and viruses. It plays a key
role in the cytokine production and during initiation
and/or maintenance of labor."* '

Infection and inflammation of human fetal mem-
branes (chorioamnionitis) have been associated with
an increase in TLR-4 expression '> and a transloca-
tion process of the TLR-4 receptor in the human
amniotic  epithelium.'®  Experimental  evidence
obtained from animal models supports that TLR-4 is
strongly expressed by the fetal membranes, and its
activation is critical for LPS-induced preterm
bt >

Ligation of LPS to TLR-4 triggers an intracellular
signaling cascade that results in transcriptional acti-
vation of genes encoding pro-inflammatory media-
tors and chemokines such as TNF-o, IL-18, IL-6, and
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IL-8,'%% as well as antimicrobial peptides such as
human beta defensins (HBD)-2.?' This signaling
cascade is compatible with an efficient immune
response against pathogens; however, these modula-
tors are incompatible with the continuity of
pregnancy as they alter the fine immunologic
equilibrium at the maternal—fetal interface.??

This study was conducted to determine whether
P4 can modulate the expression pattern of TLR-4/
MyD88 and the secretion pattern of TNFo, IL-6,
IL-8, IL-10, and HBD-2 in pre-labor human amniotic
epithelium stimulated with LPS of Escherichia coli.

Material and methods

Biological Samples

The Internal Review Board of the Instituto Nacional
de Perinatolgia ‘Isidro Espinosa de los Reyes” (INPer
IER) in Mexico City approved this study (212250-
06161). Participants were recruited from the obstet-
rics outpatient service of this institution and signed
consent form.

Fifteen intact/whole pre-labor fetal membranes
were collected from women who underwent elec-
tive Cesarean section at term (37-39 weeks). All
women were from an urban area of Mexico City,
23-34 years old, previously normotensive, with no
history of diabetes mellitus, thyroid, liver, or chronic
renal disease.

All women had uneventful pregnancies, with no
evidence of active labor, cervical dilation, or loss of
the mucus plug. In addition, none had any clinical
or microbiological signs of chorioamnionitis or of
lower genital tract infection; multifetal pregnancies
were excluded from this study.

The fetal membranes were transported to the labo-
ratory in sterile Dulbecco’s modified Eagle medium
(DMEM; Gibco, Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA) supplemented with 100 U/mL penicillin,
100 pg/mL streptomycin, and 2.5 ug/mL amphoteri-
cin. Microbiological analysis was conducted to pre-
clude the presence of chorioamnion infection.
Immediately after delivery, a sterile swab was rolled
across randomly selected areas of the fetal mem-
branes. The swabs were rolled onto Columbia agar
with 5% sheep blood, which was used as a primary
isolation medium for fastidious and non-fastidious
aerobic microorganisms.

Appropriate selective media were used for detec-
tion of specific pathogens, for example, MacConkey
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II agar (E. coli). Gardnerella selective agar with 5%
human blood (G. vaginalis), potato dextrose agar
(C. albicans), agar with 5% human blood (group B
streptococci), and chocolate II agar (N. gonorrhoeae).

A CDC anaerobe 5% sheep blood agar plate was
streaked to isolate obligate and facultative anaerobes
as well as microaerophilic bacteria, using a Gas Pak™
EZ anaerobic system. All culture media were pur-
chased from BD (Franklin Lakes, NJ, USA) and were
incubated following manufacturer’s instructions. An
additional swab was inoculated into urea-arginine
LCYO2 broth (BioMericux, Geneve, SWZ) to detect
mycoplasma infection. Only membranes negative for
aerobic and anaerobic microorganisms were used for
this study.

Reagents

Progesterone (4 pregnene-3,20-dione), LPS (from
Escherichia coli 055:B5), and RU486 (mifepristone)
were purchased from Sigma (St Louis, MO, USA).

Pre-Labor Human Amniotic Epithelium Culture

The human amniotic epithelium and choriodecidua
were manually and completely separated; the
human amniotic epithelium was rinsed twice with
saline solution (0.9% NaCl) and cut into disks
(diameter 12 mm) using a biopsy punch. Two pieces
of human amniotic epithelium were placed in each
well of a 12-well tissue culture plate with 0.6 mL of
DMEM (Gibco) without red phenol and supple-
mented with heat-inactivated and hormone-free
10% fetal calf serum; 1 mm sodium pyruvate and
1X antibiotic-antimycotic solution (100 U/mL peni-
cillin, 100 pg/mL streptomycin, and 2.5 ug/mL
amphotericin) were added to each well. The
explants were then incubated under 5% CO2 in
95% air at 37°C.

Treatment of Human Amniotic Epithelium

The first 24 hr of culture, the explants were incu-
bated in absence (basal control) and presence of
three different concentrations (1.0 pm, 10.1 pv, and
0.01 pm) of P4 for 24 hr; after this time, fresh med-
ium was added including costimulations with
1000 ng/mL of LPS plus 0.01, 0.1, and 1 pm of P4.
Another set of experiments was incuded, co-
incubating the explants with LPS (1000 ng/mL) plus
the highest concentration of P4 (1 um) and RU-486
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(I pm). Controls were also included using LPS, P4,
or RU-486 alone.

After treatments, the tissues were processed: (i) to
obtain total protein from cytosolic fraction for Wes-
tern blot to detect TLR-4 and ELISA to detect
MyD88, and (ii) cryopreservation for immunohisto-
chemistry (TLR-4). Culture media were collected to
determine the concentrations of TNFo, IL-6, IL-8,
[L-10, and HBD-2 by ELISA.

Cytosolic Fraction

Once the treatments were completed, the tissues
were weighed and the protein extract was obtained
incubating the tissues in 200 pL of cell extraction
buffer (10 mm Tris, 100 mm NaCl, 1 mm EDTA,
I mm EGTA, 1 mm NaF, 20 mm NayP,0,; 2 mm
Na;VO,, 1% Tritéon X-100, 10% glycerol, 0.1% SDS,
0.5% deoxicholate; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
supplemented with 1 mm PMSF and 1:1000 protease
inhibitor P8340 (Sigma) at —70°C for 2 hr, then
the samples were thawed and centrifuged at
11,190 g, 15 min, at 4°C. The total concentration of
protein was determined by the method of Bradford.

Western Blotting

Regulatory effects of P4 and LPS upon TLR-4 pro-
tein expression were studied by Western blot of the
cytosolic fraction. Total protein (20 pg) were sepa-
rated by sodium dodecl sulfate—polyacrylamide gel
clectrophoresis (SDS-PAGE) on a 10% gel (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA) under reducing conditions and
electrotransferred to nitrocellulose membranes (GE
Healthcare Limited, Buckinghamshire, UK) in a buf-
fer containing 25 mm Tris, 192 mm glycine, and
20% methanol. After transfer, membranes were
incubated at room temperature for 2 hr in TBS
(20 mm Tris—HCI, 137 mm NaCl) containing 4% fat-
free milk. Primary and secondary antibodies were
diluted in 1% non-fat milk, 0.05% Tween-20 in
TBS.

Membranes were incubated with the polyclonal
rabbit anti-human TLR-4 (Santa Cruz Biotechnology
Inc, Santa Cruz, CA, USA) and clone H-80 diluted
1:1000 at 4°C overnight under constant agitation.
Following multiple washes with TBS-0.05%
Tween-20, membranes were incubated with HRP-
conjugated secondary antibody for 1 hr at room
temperature. Detection of HRP-conjugated antibody
was performed using West Pico Supersignal (Thermo
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Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Chemilumi-
nescence was detected with high performance film
(GE Healthcare Limited).

ELISA to Detect MyD88

Quantification of MyD88 in the cytosolic fraction
was assessed using a DuoSet ELISA (R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA). The capture anti-human
MyD88 antibody was used at 4.0 pg/mL, the biotiny-
lated goat anti-human MyD88 antibody was used at
200 ng/mL, and the standard curve was from 0.3 to
20 ng/mL with a sensitivity of 0.1 ng/mL.

Immunohistochemistry

After treatments, the human ammiotic epithelium
explants were fixed in 4% paraformaldehyde and
cryoprotected using a sucrose gradient (10%, 2:1
10-30%; 1:1 10-30%; 1:2 10-30%; 30% three
times, 15 min each). Then the tissues were embed-
ded in medium for frozen tissue, OCT-Tissue-Tek
(Sakura Finetek, Inc., Torrance, CA, USA). Sections
of 10-15 pum were processed for immunohistochemi-
cal staining using the polyclonal rabbit anti-human
TLR-4 (Novus, Littleton, CO, USA). The antibody
was used at 10 pg/mL. Normal rabbit IgG control
(Santa Cruz Biotechnology, Inc) was used as a nega-
tive control. Binding of primary antibodies was
detected using biotinylated horse anti-rabbit IgG
(Vector Laboratories, Inc, Burlingame, CA, USA),
followed by a streptavidin peroxidase conjugate and
3-amino-9-cthylcarbazole in N,N-dimethylforma-
mide (AEC) color development substrate (Invitro-
gen). Tissue sections were counterstained with
Mayer’'s hematoxylin (Sigma) and cover-slipped for
evaluation through light microscopy.

TNFa, IL-6, IL-8, IL-10, and HBD-2 Assays

The concentrations of TNFo, IL-6, IL-8, IL-10 (R&D
Systems), and HBD2 (Pepro Tech, Rock Hill, NJ,
USA) present in cell culture supernatants were
determined by ELISA using human-specific duo-set
kits according to manufacturer’s instructions.
Capture antibodies were used at different concentra-
tions: anti-TNFo (4 pg/mL); anti-IL6 (2 pg/mL),
anti-IL8 (0.5 pg/mL), anti-IL10 (2 pg/mL), and anti-
HBD-2 (0.25 pg/mL).

For TNF-a assay, a standard curve was developed
from 0.5 to 10 ng/mL with a sensitivity of 0.2 ng/
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mL; for the IL-6 assay, the curve was linear from 0.5
to 10 ng/mL with a sensitivity of 0.2 ng/mL. The
curves for IL-8 and HBD-2 were from 15.6 to
1000 pg/mL with a sensitivity of 10 pg/mL; for
IL-10, the curve was from 31.25 to 2000 pg/mL with
a sensitivity of 10 pg/mL.

Statistical Analyses

Descriptive statistics (mean, standard deviation, stan-
dard error, median, and range) were obtained for
cach variable. Data distribution was tested for nor-
mality using Kolmogorov—Smirnoff and Shapiro-
Wilk tests. When distribution was normal, Student’s
t-test was used to analyze for differences among
groups. Mann-Whitney U-test was used when data
were not normally distributed. In each case, a
P value < 0.05 was considered statistically signifi-
cant. Statistical analysis was performed using sess 17
(IBM Corp., Armonk, NY, USA). Bars in the graphs
represent mean values and standard error of the
mean (S.E.M.).

Results

Pattern of Expression of TLR-4/MyD88

Western blot analysis of the cytosolic fractions indi-
cated that stimulation of human amniotic epithelium
explants with 1000 ng/mL of LPS up-regulated TLR-
4 expression. The three concentrations of P4 were
effective to inhibit TLR-4 expression. Costimulation
with RU-486 blocked the effect of P4 and increased
the expression of this receptor (Fig. 1).

The level of MyD88 in the cytosolic fraction mea-
sured by ELISA indicated that this adaptor molecule
displayed a pattern of expression similar to TLR-4. In
comparison with the basal level (16.4 £ 5.98 pg/mg
of tissue), LPS-induced fourfold increases (72.14
+9.05 pg/mg of tissue). Only 1 and 0.01 pm of P4
decreased in a significant manner [threefold (26.11
+6.60 pg/mg of tissue) and 2.5-fold (29.5
+ 6.30 pg/mg of tissue), respectively], the concen-
tration of this protein in the tissue (Fig. 2).

Immunohistochemistry confirmed the Western blot
results and revealed an increase in TLR-4 immunore-
active forms after stimulation with LPS, the strongest
TLR-4 signal being localized in the nucleus, cyto-
plasm, and cell membrane (Fig. 3b). In comparison
with tissues stimulated with LPS, costimulation with
1.0 pm P4 (Fig. 3¢) and 0.01 pm P4 (Fig. 3d)
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Fig. 1 TLR-4 pattern expression in human amniotic epithelium
explants by Western blotting. (a) A positive band corresponding to
TLR-4 protein was seen at 93 kDa and to GAPDH at 36 kDa. The
densitometric analysis (b) shows that the expression of TLR-4 was up-
regulated after treatment with LPS. P4 treatment inhibits the LPS-
induced TLR-4 expression. Cotreatment with RU-486 blocks the effect
of P4. Data represent means + S.EM., P < 0.05 * versus control; ¢
versus LPS treatment; & versus P4 + LPS + RU486 treatment.

decreased the expression of immunoreactive forms of
TLR-4. Addition of RU-486 blocked the effect of P4
and increased the expression of TLR-4 (Fig. 3e).

Secretion Profile of TNFao

In comparison with the basal level (0.71 + 0.11 ng/
mg of tissue), stimulation of the human amnmiotic
epithelium explants with 1000 ng/mL of LPS
induced a significant 30-fold increase (22.6
+ 3.74 ng/mg of tissue, P < 0.05) of TNFa concen-
tration in the culture medium. Costimulation with
1.0, 0.1, and 0.01 pm of P4 decreased fold- (7.15
+ 0.75 ng/mg of tissue), 2.8- (7.92 + 0.71 ng/mg of
tissue), and 2.7-fold (8.33 £ 0.87 ng/mg of tissue)
the concentration of this cytokine, respectively.
Costimulation with 1 pvm RU486 reverted the effect
of P4, increasing two times (17.52 £ 3.35 ng/mg of
tissue) the concentration of TNFa (Fig. 4).
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Fig. 2 In vitro concentration profile of MyD88 in human amniotic
epithelium explants. MyD88 was measured in the nuclear fraction of
the explants from basal control and different modalities of
stimulation. Data represent means + S.EM. of 15 independent
experiments performed in triplicate. P <0.05 * versus control; ¢
versus LPS treatment; & versus P4 + LPS + RU486 treatment.

Secretion Profile of IL-6

Compared with basal outputs (94.45 £+ 16.66 pg/mg
of tissue) by human amniotic epithelium explants,
stimulation  with LPS  increased  eightfold
(718.40 + 37.91 pg/mg of tissue) the concentration
of IL-6. Costimulation with LPS and 1.0 and 0.1 pum
of P4 inhibited significantly (P < 0.05) IL-6 secretion
[2.0- (384.08 + 50.79 pg/mg of tissue) and 1.5-times
(472. 84 + 34.86 pg/mg of tissue), respectively].
Co-incubation with the antiprogestagen, RU-486,
induced a twofold increase in IL-6 concentration
(Fig. 5).

Secretion Profile of IL-8

Stimulation of the amnion epithelium with
LPS enhanced 1IL-8 secretion by threefold
(67.99 £ 9.36 pg/mg of tissue). Costimulation with
1.0, 0.1, and 0.01 pm of P4 decreased in a
significant way the secretion of LPS-induced IL-8
[two (33.33 £ 4.23 ng/mg  of  tissue), two
(30.24 £ 5.70 ng/mg of tissue), and threefold
(22.03 £ 6.22 ng/mg of tissue)], respectively; addi-
tion of 1 pm RU-486 increased twofold the concen-
tration of this cytokine in the culture medium
(Fig. 6).
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Secretion Profile of IL-10

Compared with basal outputs (0.88 4+ 0.24 pg/mg of
tissue), stimulation of ammiotic epithelium explants
with 1000 ng/mL of LPS enhanced IL-10 secretion
around 4 times (2.51 & 0.17 pg/mg of protein).
Regardless of the concentration, co-incubation with
P4 did not suppress significantly the levels of
LPS-induced secretion of IL-10 (Fig. 7).

Secretion Profile of HBD-2

LPS stimulation increased fivefold (246.8 +
21.95 ng/mg of protein) the concentration of HBD-2
in comparison with basal level (50.36 4+ 3.78 ng/mg
of protein). Costimulation with 1 pm P4 was the
most effective to inhibit HBD-2, reduced 50%
(123.54 + 25.34 ng/mg of protein) the secretion of
this peptide in comparison with LPS alone. The addi-
tion of 1 pm RU-486 increased twofold the concen-
tration of this defensin in the culture medium
(Fig. 8).
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Fig. 3 Immunoreactivity of TLR-4 in human
amniotic epithelium explants. Panel a shows
a non-stimulated control membrane {40X).
Panel b shows TLR-4 immunoreactive forms
in the human amniotic epithelium stimulated
with 1000 ng/mL of LPS for 24 hr. Panel c
and d show the pattern of expression of TLR-
4 after cotreatment of the amnion epithelium
with LPS and 1 um P4 and LPS plus 0.01 pm
P4, respectively. Panel e shows the pattern
of TLR-4 expression in explants stimulated
with LPS + P4 + RU486.

Discussion

Microbial invasion of the amniotic cavity is a patho-
logical condition associated with a robust intra-
amniotic inflammatory response and acute histologic
chorioamnionitis.?* The traditional paradigm outlines
that microorganisms from the lower genital tract
cross intact membranes to gain access to the amni-
otic cavity;* however, recent evidence indicates that,
in some cases, bacterial infiltration into amnion
epithelial cells is a primary mode of bacterial propa-
gation into the chorioamniotic membranes.** In
both scenarios, immunologic competence of the
amniotic epithelium is required to respond against
pathogens and protect the fetus.

The human amniotic epithelium is minimally vas-
cularized; hence, its immunologic properties have
been attributed partly to the innate immune system.
During the course of this study, we investigated the
effect of P4 on term human amniotic epithelium
stimulated with LPS. P4 was found to down-regulate
the synthesis and expression of TLR-4 and its
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Fig. 4 In vitro secretion profile of TNFx in human amniotic explants.
TNFa was measured in the culture medium from basal control and
different modalities of stimulation. Data represent means + S.EM. of
15 independent experiments performed in triplicate. P < 0.05
* yersus control; ¢ versus LPS treatment; & versus P4 + LPS + RU486
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Fig. 5 In vitro secretion profile of IL-6 in human amniotic explants.
IL-6 was measured in the culture medium from basal control and
different modalities of stimulation. Data represent means + S.E.M.
of 15 independent experiments performed in triplicate. P < 0.05
* versus control; ¢ versus LPS treatment; & versus P4 + LPS+RU486
treatment.

adaptor protein MyD88, and to inhibit the secretion
of pro-inflammatory cytokines TNFa, IL-6, IL-8, and
the antimicrobial peptide HBD-2, but not the anti-
inflammatory IL-10.
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Fig. 6 In vitro secretion profile of IL-8 in human amniotic explants.
IL-8 was measured in the culture medium from basal control and
different modalities of stimulation. Data represent means + S.EM. of
15 independent experiments performed in triplicate. P < 0.05
* yersus control; ¢ versus LPS treatment; & versus P4 + LPS + RU486
treatment.
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Fig. 7 In vitro secretion profile of IL-10 in human amniotic explants.
IL-10 was measured in the culture medium from basal control and
different modalities of stimulation. Data represent means + S.EM. of
15 independent experiments performed in triplicate. P < 0.05
* yersus control.

During an infectious process, the amnion region
secretes pro-inflammatory modulators such as TNFa,
IL-6, 1L-8"*%?° and antimicrobial peptides such as
HBD-2,>° representing the first line of defense
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Fig. 8 In vitro secretion profile of HBD-2 in human amniotic explants.
HBD-2 was measured in the culture medium from basal control and
different modalities of stimulation. Data represent means + S.E.M. of
15 independent experiments performed in triplicate. P < 0.05
* versus control; ¢ versus LPS treatment; & versus P4 + LPS + RU486
treatment.

against different microbial insults; however, these
immune molecules are incompatible with pregnancy
continuity because they alter the fine equilibrium of
the immune milieu in the maternal-fetal interface.??

On the other hand, P4 has been recognized as
essential for the establishment and maintenance of
pregnancy.?” In humans®® *° and animals,”' supple-
mentation with P4 has been shown to be effective in
preventing preterm labor. Although the P4 mecha-
nism has not been completely explained, there is
evidence that this steroid hormone has a clear effect
on the innate and adaptive immune system by
displaying anti-inflammatory effects.****

The present results indicate that LPS up-regulates
the expression of TLR-4 protein in the human amni-
otic epithelium, which is concurrent with evidence
indicating that mRNA and the protein of TLR-4 are
significantly higher in the human amniotic epithelium
of chorioamniotic membranes of patients with chorio-
amnionitis than in patients without this condition. '’

Using a murine model, it has been demonstrated
that TLR-4 controls the magnitude of the LPS-
induced cytokine response during the perinatal
period,*® which is supported by results indicating
that the pre-treatment with the TLR-4 antagonist
inhibits LPS-induced preterm uterine contractility,
pro-inflammatory cytokines, and prostaglandins in
rhesus monkeys.'”
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In this work, we also demonstrated that cotreat-
ment with P4 down-regulates the expression of LPS-
induced TLR-4, an effect that is blocked by RU-486.
These results suggest that P4 could be acting through
both the progesterone (PR) and the glucocorticoid
receptors (GR), which has been demonstrated in
macrophages.*?

Immunomodulatory capacities of P4 have been sup-
ported by different studies, including those that indi-
cate that the intra-uterine infusion of LPS in a mouse
model induces up-regulation of TLR-4 messenger
RNA in the uterus, cervix, and placenta, an effect that
is inhibited by the pre-treatment with the synthetic
progestin, medroxyprogesterone acetate (MPA).*”

Experimental evidence about the possible mecha-
nisms by which P4 can modulate TLR-4 indicates
that P4 inhibits TLR-4-mediated innate immune
response in macrophages by suppressing NE-kB acti-
vation and enhancing suppressor of cytokine signal-
ing 1 (SOCSI) expression.*’

Our results are similar to those obtained from
other experimental models, such as cultured fibro-
blasts from human uterine cervix’® and human
monocytes,”” in which P4 was shown to be a potent
inhibitor of LPS-stimulated TLR-4 expression at the
protein level.

On the other hand, the present results indicate
that LPS stimulation of the human amniotic epithe-
lium up-regulated the expression of MyD88, which
has been reported also in human neonatal periph-
eral blood leukocytes infected with gram-negative
bacteria®® and in a rat model of intra-uterine inflam-
mation.””

In this study, we also demonstrated that following
stimulation of TLR-4 with LPS and cotreatment with
P4 there was a significant reduction in the expres-
sion of MyD88 at the protein level. This adapter
protein initiates a signaling cascade, leading to NF-
kB activation and the subsequent production of
pro-inflammatory and immunoregulatory cytokines,
chemokines, and costimulatory molecules.*® There
are not many references about the effect of P4 on
MyD88; however, Giannoni et al.,*' showed that P4
did not alter TLR-4/MyD88 at the protein level in
mononuclear cells of newborns.

The present work indicates that stimulation of the
human amniotic epithelium with LPS up-regulates
the synthesis and secretion of TNFa. This is a key pro-
inflammatory cytokine in term and preterm labor?
that is secreted by chorioamniotic membranes as part
of the response against infection with live gram-nega-
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tive microorganisms*? and is secreted by the amnion
region after stimulation with LPS.*’ In addition, the
pre-treatment of human amniotic epithelium explants
with P4 inhibited the TNFa increase stimulated by
LPS. This agrees with previous reports indicating that
pre-treatment with P4 induces the suppression of
TNFa synthesis by fetal mononuclear cells isolated
from umbilical cord blood stimulated with LPS.*?

Evidence on the possible mechanisms by which P4
can inhibit pro-inflammatory cytokines indicates
that TNFa production by macrophages is inhibited
by P4 through increased inhibitory-kB transcription
limiting nuclear factor-kB activity and, thus, decreas-
ing cytokine production.**

On the other hand, IL-6 is a potent pro-inflamma-
tory cytokine that has been used as a biomarker to
predict preclinical asymptomatic infection in preterm
premature rupture of membranes (PPROM).*> Ele-
vated concentration of IL-6 in fetal and maternal
compartments has been associated with an increased
risk of preterm birth and/or neonatal morbidity.*®
Our present results indicate that stimulation of the
human amniotic epithelium with LPS up-regulates
markedly the synthesis and secretion of IL-6, which
has been also reported in primary cultures of the
human amnion after stimulation with Mycoplasma ho-
minis and Streptococcus aureus.*”*®

In previous studies from our laboratory, we dem-
onstrated that IL-6 secreted by the amnion is a key
constituent of the integral response of human chor-
ioamniotic membranes against the infection with
gram-negative bacteria,*” gram variable bacteria,’”
and yeast.”!

The present work also demonstrated that pre-stim-
ulation of pre-labor human amniotic epithelium
with P4 decreased the level of IL-6 production
induced by LPS. The effect of P4 on IL-6 secretion
has been previously reported by Anbe et al.,>®> who
demonstrated that P4 significantly decreases the IL-6
level induced by LPS in pregnant mice.

Additionally, P4 reduces LPS-induced IL-6 secre-
tion in fetoplacental chorionic arteries, fractionated
cord blood, maternal mononuclear cells,”® and
human uterine cervical fibroblasts.*®

An increased level of IL-8, a potent neutrophil
chemo-attractant, has been demonstrated in the
amniotic fluid with chorioamnionitis’® and in preterm
labor,”” suggesting that IL-8 is part of the host
response to microbial invasion of the amniotic cavity.

Our present results demonstrated that the stimula-
tion of pre-labor human amniotic epithelium
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explants with LPS of Escherichia coli increased signifi-
cantly the concentration of IL-8, which is concurrent
with previous evidence indicating that explants of
whole fetal membranes cultured in a two-compart-
ment tissue culture system and infected with live
E. coli increase the secretion of IL-8 in both amnion
and choriodecidual regions.*” Stimulation of amnion
explants with different bacteria associated with pre-
term labor such as Streptococcus agalactiae, Mycoplasma
hominis, and Streptococcus aureus also induces
increased IL-8 secretion.®’

We observed that pre-treatment of human amni-
otic epithelium explants with P4 decreased the level
of IL-8 induced by LPS treatment. This finding is
supported by a previous report that IL-1B-induced
IL-8 secretion in pre-labor amnion cells can be
attenuated by cotreatment with P4.°°

The immunology of maternal-fetal interface is very
complex; however, the existence of a fine balance
between locally produced pro-inflammatory and
anti-inflammatory cytokines is critical for the success
of pregnancy.”” Among these locally produced
factors, IL-10 seems to be the most potent immuno-
suppressive and anti-inflammatory molecule.”®

Reports of IL-10 production in the fetal mem-
branes have been inconsistent; the chorion appears
to secrete small amounts of IL-10 at term, whereas
amnion’s basal production is low or undetect-
able.’®>? Our results indicate that the concentration
of IL-10 increased markedly the response to the LPS
stimulus; this result is supported by previous evi-
dence indicating that regardless of the zone of stimu-
lation of fetal membranes, the amnion responds to
the contact with E. coli by increasing significantly
the rate of IL-10 secretion.*’

An essential role has been ascribed to IL-10 in the
resistance to LPS-induced preterm labor in mice.®® In
addition, IL-10 has been ascribed a modulatory role in
resolving the inflammatory process associated with
labor at term and with intra-uterine infection-associ-
ated preterm labor.”” Our results showed that regard-
less of the concentration, P4 did not inhibit the LPS-
induced IL-10 secretion. An explanation could be that
P4 and IL-10 share some similar immunocapacities,
both can modulate inflammation in the maternal-fetal
interface and represent similar compensatory mecha-
nisms that maintain tolerance during pregnancy. This
hypothesis could be supported by previous evidence
indicating that pre-treatment of fetoplacental arteries
with P4 does not modify the secretion pattern of IL-10
invitro.®!

69



FLORES-ESPINOSA ET AL.

During an infectious process in the maternal-fetal
interface, the secretion of antimicrobial peptides such
as HBD-2 is a key event to establish the first line of
defense.>’ The amnion secretes this peptide basally
and in response to pro-inflammatory cytokines.*'%*

Our results demonstrated that the stimulation of
the human amniotic epithelium with LPS increased
the secretion level of HBD-2. This pattern has also
been observed when the membranes are stimulated
directly in the amniotic region with E. coli.*®

Regarding the effect of P4 on LPS-induced secre-
tion of HBD-2, our results indicate that this hor-
mone was capable of inhibiting markedly this
defensin. These results concur with evidence indicat-
ing that the treatment of vaginal epithelial cells with
P4 inhibits the secretion of HBD-2 induced by LPS.%*

Together, these results support that P4 induces
immunomodulatory effects on the innate immune
capacities of human amniotic epithelium under
infection conditions. Although the present experi-
mental evidence indicates that P4 can modify the
expression pattern of the protein forms of TLR-4/
MyD88 as well as TNF-o, IL-6, IL-8, IL-10, and
HBD-2, more studies are required to determine
whether P4 can inhibit the pro-inflammatory activ-
ity of the human amnion through inhibition of the
NE-kB, as reported in other models.*'

Additionally, inhibition of P4’s effects after costimu-
lation with RU-486 supports the possibility that the
anti-inflammatory effect of this hormone could be
mediated by both PR and GR.®* The current informa-
tion about the expression pattern of RP in the human
amnion is controversial;*> *” however, expression and
functionality of GR have been consistently described
in the human amnion.®®®® More studies are required
to determine the mechanisms by which P4 exerts its
immunomodulatory effect on the amnion.

Finally, it must be taken into account that, as any
experimental model, our model has several limita-
tions, including the physical separation from the
choriodecidual region and that these results can be
applied only to term pre-labor human membranes.

Conclusions

The generation of an effective immune response
against an infection with a minimal tissue damage
requires a delicate balance between pro- and anti-
inflammatory responses. The present results support
the concept that inhibition of TLR-4/MYD88 by P4
may explain in part the in vivo mechanisms by
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which this hormone could protect the amniotic cav-
ity by attenuating some of the cytotoxic effects of
pro-inflammatory cytokines, which can irreversibly
jeopardize the continuity of gestation.
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