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RESUMEN

Introduccion

La corioamnioitis (CAM), se define como la inflamacion aguda de las
diferentes membranas fetales las cuales estdn conformadas por dos
membranas, el amnios y el corion, que son capas estrechamente adherentes
gue constan de varios tipos de células, incluyendo células epiteliales, células
mesenquimales y células trofoblasticas, rodadas de una matriz de colageno.
La CAM explica hasta el 70% de los nacimientos prematuros, la ruptura
prematura de las membranas fetales y la activacion prematura del trabajo de

parto.

Objetivo

Determinar la expresion de cuatro microRNAs asociados a la respuesta
inflamatoria en las membranas fetales humanas después de la infeccién con
Escherichia coli.

Material y métodos

Diecisiete membranas fetales humanas a término fueron obtenidas por
cesarea electiva. Las membranas fetales fueron lavadas, cortadas y
montadas en el sistema de Transwell e incubadas a 37°C en medio de cultivo
DMEM por 24 horas. Posteriormente, las membranas fueron asignadas a tres
grupos experimentales: 1) membranas fetales humanas sin infeccion
(control); membranas fetales humanas infectadas con E. coli (10® UFC/ml)
por la regién del amnios; y 3) membranas fetales humanas infectadas con E.
coli (10° UFC/ml) en la regién de la coriodecidua. El medio de cultivo se
recupero a las 24 horas y se centrifugd a 12 000 rpm por 5 minutos el

sobrenadante se recuperé y almacend a -70°C hasta realizar los ensayos de



expresion y la cuantificacion de las citocinas inflamatorias. Los grupos fueron
comparados usando el andlisis de ANOVA seguida de la prueba de Dunnet
con una diferencia significativa menor al 0.05

Resultados

Se procesaron un total de 30 membranas fetales humanas las cuales fueron
montadas en el sistema de Transwell para su infeccion con Escherichia coli
(10° UFC/ml). En la regién de la coriodecidua se observé un aumenté en la
expresion del microRNA-21 (p =0.016) y una disminucion de los microRNA-
126 (p =0.025), -146 (p<0.001); en contraparte en el epitelio amniético se dio
una disminucién del microRNA-126 (p =0.001) y un aumento de los
microRNA-21 (p <0.001), -106 (p =0.006) y -146 (p<0.001). En ambas zonas
de infeccidn se detect6 un aumento de la IL-1 con respecto al grupo control.
Conclusiones

Escherichia coli aumenta de manera importante la secrecién de la respuesta
inflamatoria mediada por la IL-1B e inhibiendo su regulacion mediante la
expresion de los microRNA-126 y -146 y aumentando la diferenciacion de las
respuesta inmunolégica celular mediada por el microRNA-21. Estos
microRNA pueden ser utilizados como biomarcadores asociados a la

respuesta inflamatoria.

Palabras clave. Membranas fetales humanas, microRNASs, infeccion,

Escherichia coli, retro-transcripcion, reaccién en cadena de la polimerasa.



ABSTRACT
Introduction
The chorioamnionitis (CAM), is defined as an acute inflammation of the
different cell populations (amnion, chorion, and decidua) composing a human
fetal membranes. The CAM explains up to 70% of premature births,
premature rupture of fetal membranes and premature labor activation.
The chorioamnionitis (CAM), is defined as an acute inflammation of the
different fetal membranes which are formed by two membranes, amnion and
chorion, which are closely adherent layers consisting of several cell types,
including epithelial cells, mesenchymal cells and trophoblast cells, embedded
in a collagen matrix. The CAM explains up to 70% of premature births,
premature rupture of fetal membranes and premature labor activation.
Objective:
To determine the expression of four microRNAs associated with the
inflammatory response in human fetal membranes after infection with
Escherichia coli.
Material and methods
Seventeen human term fetal membranes were obtained by elective cesarean
section. The fetal membranes were washed, cut and mounted in the
Transwell system and incubated at 37 ° C in DMEM culture medium for 24
hours. Subsequently, membranes were assigned to three experimental
groups: 1) human fetal membranes without infection (control); human fetal
membranes infected with E. coli (10° CFU / ml) in the region of the amnion;
and 3) human fetal membranes infected with E. coli (10° CFU / ml) in the

region of the coriodecidua. The culture medium was recovered after 24 hours



and centrifuged at 12 000 rpm for 5 minutes the supernatant was recovered
and stored at -70 ° C until testing and quantification of expression of
inflammatory cytokines. The groups were compared using ANOVA analysis
followed by Dunnet's test with a least significant difference at 0.05

Results

A total of 30 human fetal membranes which were mounted on the Transwell
system for infection with Escherichia coli (10° CFU / mL) were processed. In
the region of the coriodecidua recorded growth was observed in the
expression of microRNA-21 (p = 0.016) and a decrease of the microRNA-126
(p = 0.025), -146 (p < 0.001); counterpart in the amniotic epithelium
decreased microRNA-126 (p = 0.001) and an increase in microRNA-21 (p <
0.001), -106 (p = 0.006) and -146 (p < 0.001) was given. In both areas of
infection increased IL-13 compared to the control group was detected.
Conclusions

Escherichia coli significantly increased secretion of the inflammatory response
mediated by IL-1p and inhibiting the expression of the microRNA-21 and -126
and increased the differentiation of cell mediated immune response
microRNA-21. These microRNAs can be used as biomarkers associated with

the inflammatory response.

Keywords.
Human fetal membranes, microRNAs, infection, Escherichia coli, retro-

transcription reaction Polymerase chain.



INTRODUCCION

Las infecciones durante el embarazo explican el 12% de los nacimientos
prematuros, la ruptura prematura de las membranas fetales, el bajo peso de
los recién nacidos y la mortalidad materno fetal [1-4]. Las bacterias
patdgenas que se establecen en el canal cérvico vaginal ascienden a la
cavidad uterina y de ésta forma contactan a las diferentes poblaciones
celulares que conforman a las membranas fetales humanas activando la
respuesta inflamatoria [5-10]y la secrecién de diferentes metaloproteasas de
matriz extracelular[11-14]. Las bacterias comUnmente asociadas con los
nacimientos prematuros se encuentran Gram negativas (Escherichia coli),
Gram positivas (Streptococcus agalactiae Enterococcus faecalis, E. faecium,
Gardnerella vaginalisListeria monocytogenes) y bacterias atipicas

(Ureaplasma urealyticum)[15-17].

En nuestro grupo de investigacibn hemos demostrado mediante un modelo
experimental de infeccion que al incubar a las membranas fetales humanas
con Escherichia coli se incrementa la secrecion de diferentes citocinas
inflamatorias como la interleucina (IL)-1-B, -6, -8 y, TNFa asociadas con la

ruptura prematura de las membranas fetales humanas [18, 19].

En este escenario infeccioso/inflamatorio se ha demostrado la participacion
de una clase particular de RNA pequefios no-codificantes denominados

microRNAs los cuales regulan la secrecion inflamatoria[20-22].



Los microRNAs son RNA pequefios de 18 a 24 nucleétidos de longitud, los
cuales son no codificantes y son generados a partir de un transcrito
endogeno con estructura de horquilla. Actualmente existen mas de 700
secuencias registradas para Homo sapiens en la base de datos de
microRNAs. Muchos de los microRNAs en animales bilaterales (simetria
bilateral) se encuentran altamente conservados (55% de los microRNAs de
Caenorhabditis elegans tienen homélogos con en humanos), lo que sugiere

gue posiblemente los microRNAs se encuentren implicados en la evolucién.

Los microRNAs controlan la expresién de genes especificos mediante la
represion del RNAm, ya sea por desestabilizacion del transcrito, inhibicion
transcripcional o ambas; sin embargo, recientes investigaciones han
demostrado que también pueden unirse a otras regiones como los exones
codificadores de proteinas. También se encuentran involucrados en muchos
procesos biolégicos como el desarrollo, funciones celulares y control
metabdlico. Se ha demostrados que los microRNAs se encuentran asociados
y participa activamente en numerosas patologias, incluyendo diferentes tipos
de céncer y patologias asociadas al embarazo. Ademas se han identificado
concentraciones de microRNAs en el suero y plasma sanguineo con altas

correlaciones respecto a los tejidos donde son producidos.

Recientemente Barrientos Galeana y colaboradores (2013) demostraron en
pacientes con evidencias clinicas de corioamnioitis la regulacion diferencial
de los microRNA-106, -126 vy, -146 con respecto al grupo sin trabajo de parto.
En éste mismo estudio se demostré que éste aumento esta asociado con la

secrecion de IL-1B [23]. Sin embrago, en este estudio no se demostro si el
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epitelio amnidtico o el tejido de la coriodecidua participan activamente en la
regulacion de la expresion de estos microRNAs, por lo que en el presente
estudio nos hemos propuesto evaluar la expresion de estos microRNAs en

las MFH en un modelo experimental de infeccion.
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MATERIAL Y METODOS

Se realizé un estudio Cuasi-experimental de tipo Observacional y Transversal
en el Instituto Nacional de Perinatologia (INPer) en el periodo 2013-2014.

El perfil de secrecion de los microRNAs fue evaluado mediante la técnica
molecular de retro transcripcion-PCR y la determinacion de la IL-1p mediante

el analisis de ELISA

El tamafio de la muestra fue determinada en base a la experiencia
experimental y mediante diferentes estudios previamente reportados por

nuestro grupo de investigacion.

Los criterios de inclusion fueron pacientes sanas con seguimiento en el
INPER, sin sintomas o signos de corioamniotitis, (tales como fiebre,
taquicardia fetal, taquicardia materna, dolor o sensibilidad uterina, liquido
fétido o purulento. Datos de laboratorio. Biometria hematica completa (sin

leucocitosis, ni bandemia). Sin comorbilidades asociadas.

Criterios de exclusion: Pacientes que hayan recibido tratamientos
terapéuticos o profilacticos de antibiético previos a la toma de la muestra.

La variable dependiente del estudio fue la infecciébn de las placentas con
Escherichia coli y la variable independiente la expresién de microRNAs y la

secrecion de la IL-1B.

Obtencién de las membranas fetales
Membranas fetales humanas a término (37-40 semanas de gestacion; n=30)

sin trabajo de parto activo, ruptura prematura de las membranas fetales y sin

12



complicaciones obstétricas asociadas a la respuesta inflamatoria fueron
obtenidas posterior a la realizacion de cesarea electiva. En todos los casos
se obtuvo el consentimiento informado avalado por el comité de investigacion
y ética institucional. Las MFH, fueron separadas de la placenta y
transportadas al laboratorio en medio DMEM estéril. Una porcion de las MFH
fueron analizadas en el laboratorio de microbiologia del INPer para la
deteccion de bacterias patégenas. Si las membranas fetales humanas fueron
positivas en el crecimiento de algin patégeno esta membrana no sera

utilizada para los ensayos experimentales.

Las MFH fueron cortadas y montado en el sistema de Transwell como
previamente ha sido reportado por nuestro grupo [19]. Este sistema permite
tener dos regiones (amnios y coriodecidua) independientes pero manteniendo
la estructura y comunicacion celular. Las MFH fueron incubadas en una caja
de 12 pozos y se les adicionaron a cada compartimiento 1 ml de medio de
cultivo DMEM (Figura 7C) suplementado con 10% Suero Fetal Bovino (SFB).
Los explantes se incubaran a 37°C con 5% de COgpor 24 horas y
posteriormente las MFH fueron lavadas dos veces y se agregé medio DMEM
suplementado con hidrolizado le lactoalbumina al 2% e incubados en las

condiciones arriba descritas.

Cepa de Escherichia coli

E. coli fue aislada de sangre periférica neonatal de madre que tuvo signos y

sintomas de corioamnioitis con ruptura prematura de membranas fetales con
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mas de 72 horas de progresion. La caracterizacién y conservacion de esta

bacteria se realizé en el departamento de microbiologia del INPer.

Las colonias fueron raspadas suavemente mediante una aza bacteriologica y
fueron re suspendidas en solucion de PBS 1x. El resto de la placa de cultivo
fue regresada al laboratorio de microbiologia del INPer para su conservacion.
El manejo de las bacterias se realizé conforme al reglamento de la ley

General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud.

Procedimiento de Infeccién.

Las membranas fetales humanas fueron infectadas con Escherichia coli con
10%unidades formadoras de colonias/ml para lo cual se usé el tubo de
referencia de turbidez No 0.5 que representa aproximadamente 10® UFC/m.

de la curva de MacFarland.

Los grupos experimentales fueron los siguientes: 1) grupo control (sin
infeccidn); 2) infeccién por la regién del amnios; e 3) infeccion por la regién
de la coriodecidua. EI medio de cultivo fue recuperado a las 24 horas
después de la infeccién y en cada caso las muestras fueron centrifugadas a
5000 rpm por 5 minutos. A quinientos micro litros del medio de cultivo de
cada uno de los diferentes tratamientos experimentales se les adiciono 500 pl
del reactivo de TRIzol (Invitrogene) y el resto fue almacenado en tubos
Eppendorf y fueron almacenadas a -70 °C hasta la cuantificacion de lalL-

1Bmediante el método de ELISA.
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Obtencion del RNA

A partir de 500 ul del medio de cultivo se le adiciond el mismo volumen de
TRIzol (InvitroGen; Carlsbad, CA) la mezcla fue agitada vigorosamente por
15 segundos y se incubaron por 15 min a 30°C. Posteriormente a cada
muestra se les afiadié 100 ul de cloroformo y se agitaron por 15 segundos, se
incubaron por 3 min a 30°C. Al término las muestras fueron centrifugadas a 4
000 rpm por 15 min y la fase acuosa fue transferida a un tubo nuevo y se le
agrego 1 ul de isopropanol. Las muestras fueron incubadas por 1 hora a -
20°C. Al término de éste tiempo las muestras fueron centrifugadas a 4
000rpm por 30 min. Al pellet se le adiciond 1 ml de etanol al 100% y se agito
vigorosamente por 15 segundos y fue centrifugado nuevamente 4 000 rpm
por 15 min. El procedimiento se repitid una vez mas con etanol al 75%. El
RNA fue evaporado toda la noche a temperatura ambiente. EI RNA fue
hidratado con 20 pl de dietilpirocarbonato (DEPC) y cuantificado por

espectrofotometria mediante la relacién de absorbencia 260/280.

Condiciones para estandarizar las condiciones de RT-PCR de los
microRNAs

Las temperaturas de alineamiento para la amplificacion de PCR de los
microRNAs-21, 106, -126, y -146 se realizaron a 56, 58 y 60°C para el
alineamiento de PCR usando como control de expresion tejido de neural
(microRNA-21 y -106), células leucémicas (microRNA-126) y tejido cardiaco
(microRNA-146). Una porcion de cada tejido fue macerado con TRIzol y
centrifugado a 12 000 rpm por 10 minutos. La extraccién y cuantificacion del

RNA fue realizado mediante el procedimiento antes descrito.
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Sintesis del cDNA

En tubos eppendorf independientes se adicionaron 2.5 uL del RNA de cada
una de las muestras y se calentaron a 65°C durante 15 minutos e
inmediatamente enfriados en hielo por 5 min. Posteriormente, se adiciono
1uL de iniciadores especificos (Tabla 1), 10 yL de dNTPs 10 mM (InvitroGen)
y 6.5 uL de agua inyectable por cada iniciador la mezcla fue calentada a 65°C
por 5 min. Finalmente, a las muestras se les agregé 0.5 pL de enzima
retrotrascriptasa (RT; cat A1250; Promega Madison WI, USA) y 4 uL de
buffer 5X para obtener un volumen de 20 uL. La mezcla anterior se incubo

durante 1 hora a 50°C y finalmente la reaccion se inactivd a 70°C.

Expresion de los microRNA mediante PCR

A partir del cDNA obtenido se amplificaron los cuatro microRNA y el
microRNA constitutivo mediante PCR. Para la amplificacion de dichas
secuencias se empled la siguiente mezcla de reaccion: 200 ng de cDNA
molde, 2.5uL de de buffer 10X, 2 mM de MgCI2, 2.5 mM de cada uno de los
dNTP, 10pM de cada iniciador, 2U de Taq polimerasa, ajustando la reaccion
a 25 pL con agua para PCR. La secuencia de los iniciadores se muestra en la
tabla 2. Los amplificados sometidos en geles de agarosa al 4% a voltaje
constante por 40 minutos y las bandas fueron visualizadas en luz UV vy las
imagenes fueron capturadas usando el sistema foto documentador (Gel Doc
2000. Bio-Rad, USA). El perfil de las bandas de los diferentes microRNA
fueron determinadas mediante la densidad 6ptico a utilizando el programa
ImageJ (NIH; USA).

16



Cuantificacion de IL-148

Para la determinacién de la concentracién de IL-1 3 (Duoset DY201, R&D

Systems) en el plasma se utilizé el ensayo inmuno enzimatico tipo sandwich
(ELISA) de acuerdo a las recomendaciones de la casa comercial. Para la
curva estandar se incluyeron siete puntos con un rango de 250 a 3.90 pg/mL.

Se determind la densidad éptica a una longitud de 450nm.

Andlisis estadistico

Los grupos fueron comparados usando el andlisis de ANOVA seguida de la
prueba de Dunnet. Los valores son presentados como la media + error

estandar con una diferencia significativa menor al 0.05.
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RESULTADOS

Caracteristicas de las pacientes

Se obtuvieron un total de 30 membranas fetales de las cuales se eliminaron
13 (43%) por presentarse Estreptococcus agalactiae, Escherichia coli,
Ureaplasma Urealyticum las cuales han sido asociadas con la ruptura de las
membranas fetales. De las 17 membranas fetales fueron a término con 38.8
(18; femeninos) y de 37.6 (12; masculinos), con un peso promedio de
(3080gr), Capurro (38.1), Agar 8/9, Silverman 1, perimetro cefalico (35cm) la
edad materna fue en promedio de 25 afios (min 17-max 44). Leucocitos
promedio de 10.5 miles / mm3 neutrofilos 77%, urocultivo y cultivo cervico
vaginal negativos, asi como cultivos especiales para Mycoplasma vy

Ureaplasmaurealyticum negativos.

Efecto en la expresion de los microRNAs después de la infeccién con
Escherichia coli.

Para demostrar nuestra hipétesis que indica que Escherichia coli modula la
expresion de cuatro microRNAs asociados con la respuesta inflamatoria en
las dos principales regiones de las membranas fetales humanas a

continuacién se muestran los resultados obtenidos

Expresion del microRNA-21

La figura 1 muestra el perfil de expresion en la zona de la coriodecidua y del
amnios (fig. 1A). El analisis de la densidad Optica muestra un aumento 1.3 (p
=0.016) y 1.7-veces (p <0.001) la expresion del microRNA-21 con respecto a

sus controles respectivos (fig. 1B). Escherichia coli aumenta
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significativamente 0.77-veces la expresion del microRNA en el epitelio

amnioético con respecto al tejido de la decidua (p <0.001; fig.1B).

Expresion del microRNA-106

La figura 2 muestra el perfil de expresion en la zona de la coriodecidua y del
amnios (fig. 1A).El andlisis de la densidad Optica muestra un aumento 1.0 (p
=0.161) y 1.2-veces (p =0.006) la expresion del microRNA-21 con respecto a
sus controles respectivos (fig. 1B). Escherichia coli aumenta
significativamente 1.0-veces la expresion del microRNA en el epitelio

amniodtico con respecto al tejido de la coriodecidua (p =0.045; fig. 2B).

Expresion del microRNA-126

La figura 3 muestra el perfil de expresion en la zona de la coriodecidua y del
amnios (fig. 3A). EIl andlisis de la densidad 6ptica muestra una reduccion
significativamente 1.2 (p =0.025) y 1.1- veces (p=0.001) la expresién del
microRNA-126 con respecto a sus controles respectivos (fig. 3B). Escherichia
coli aumenta significativamente 1.2-veces la expresion del microRNA en el

epitelio amnidtico con respecto al tejido de la coriodecidua (p <0.001; fig. 3B).

Expresion del microRNA-146

La figura 4 muestra el perfil de expresion en la zona de la coriodecidua y del
amnios (fig. 4A). El analisis de la densidad optica muestra la expresion
diferencial reduciendo 1.6 (p<0.001) y aumentando 1.3- veces (p<0.001) la
expresion del microRNA-146 con respecto a sus controles respectivos (fig.

4B). Escherichia coli aumenta significativamente 1.5-veces la expresion del
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microRNA en el epitelio amnidtico con respecto al tejido de la coriodecidua (p

<0.001; fig. 4B).

Cuantificacion de IL-148
Al evaluar la concentracion de IL-1B en las dos regiones de infeccion
encontramos un aumento de 12.6 (p =0.008) y de 4.6-veces (p =0.008) con

respecto a sus controles respectivamente. (fig. 5).
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DISCUSION

Hasta este momento no se han realizado experimentos que indique la
modulacion de diversos microRNAs en las membranas fetales humanas
durante un proceso infeccioso. Los principales resultados de nuestro estudio
demuestran: 1) el tejido de la coriodecidua aumenta la expresion del
microRNA-21 y una disminucion en la expresion del microRNA-126 y -146; 2)
en el epitelio amnidtico se aumentaron la expresion de los microRNA-21, -106
y -146 y una reduccion del microRNA-126; y 3) tanto el tejido de la
coriodecidua como el epitelio amniético se dio el aumento significativo de la
IL-1p.

La infeccion con Escherichia coli induce en el tejido de la coriodecidua
modula la regulacién de los factores implicados con la respuesta inflamatoria
tanto por el aumento del microRNA-21 el cual esta implicado con la secrecién
del factor mieloide involucrado con el reclutamiento y diferenciacion de los
linfocitos de tipo B lo que estaria condicionando el arribo en la region de la
coriodecidua de las células profesionales (monocitos, macréfagos y células
NK) del sistema inmunolégico materno hacia la zona de infeccion. (23).En
tanto que los microRNA-126 y el -146 son reguladores importantes de la
respuesta inmunoldgica al inhibir a la proteina del factor nuclear de tipo
kappa-beta (NFxp). (24) Nuestros resultados sugieren que éste sistema de
regulacion mediado por estos microRNAs esta inhibido. Nuestros resultados
sugieren que el proceso infeccioso reduce de manera significativa la
expresion del microRNA-126 y -146 lo que estaria explicando la secrecion de
la IL-1p.

La primer barrera por la cual las bacterias patdgenas contactan a las

21



membranas fetales humanas es a través del tejido de la coriodecidua la cual
monta la respuesta inflamatoria mediada por la IL-1pque tiene como funcion
eliminar el proceso infecciosos que la activo. La reduccion de la expresion de
los microRNA-126 y -146 sugieren que estos sistemas de silenciamiento
estan implicacion con la regulacion de la IL-1. (25)

La expresion de estos microRNAs aumenta de manera importante en el
epitelio amniodtico favoreciendo el incremento en la secrecion de la IL-1f. En
condiciones intrauterinas estos biomarcadores son responsables del dafio
neuroldgico fetal.

Recientemente, nuestro grupo de investigacibn de mostramos que el
microRNA-126 y -146 aumentaron de manera significativa en pacientes con

signos y sintomas de corioamnioitis. (26)

CONCLUSION
Escherichia coli aumenta de manera importante la secrecion de la respuesta
inflamatoria mediada por la IL-1B e inhibiendo su regulacién mediante la
expresion de los microRNA-126 y -146 y aumentando la diferenciacion de las
respuesta inmunologica celular mediada por el microRNA-21.
Actualmente en nuestro grupo de investigacion pretendemos demostrar el
mecanismo asi como el sistema de regulacion tanto en el tejido de la

coriodeciudua como en el epitelio amniético.
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PIES DE FIGURAS

Figura 1. Determinacion del microRNA-21 en las membranas fetales
humanas. Expresion diferencial (A) y a las 24-horas de infeccion con
Escherichia coli en el tejido de la coriodecidua (CHD) y del epitelio amniético
(AM) determinado mediante la densidad Optica (O.D; B). Los datos fueron
obtenidos de 17 ensayos independientes y se muestran en media * error

estandar.

Figura 2. Determinacién del microRNA-106 en las membranas fetales
humanas. Expresion diferencial (A) y a las 24-horas de infeccion con
Escherichia coli en el tejido de la coriodecidua (CHD) y del epitelio amnidtico
(AM) determinado mediante la densidad optica (O.D; B). Los datos fueron
obtenidos de 17 ensayos independientes y se muestran en media + error

estandar.

Figura 3. Determinacién del microRNA-126 en las membranas fetales
humanas. Expresion diferencial (A) y a las 24-horas de infeccion con
Escherichia coli en el tejido de la coriodecidua (CHD) y del epitelio amniético
(AM) determinado mediante la densidad optica (O.D; B). Los datos fueron
obtenidos de 17 ensayos independientes y se muestran en media + error

estandar.
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Figura 4. Determinacién del microRNA-146 en las membranas fetales
humanas. Expresion diferencial (A) y a las 24-horas de infeccion con
Escherichia coli en el tejido de la coriodecidua (CHD) y del epitelio amnidtico
(AM) determinado mediante la densidad oOptica (O.D; B). Los datos fueron
obtenidos de 17 ensayos independientes y se muestran en media * error

estandar.

Figura 5. Determinacion de la IL-1B en las membranas fetales humanas.

Secrecion de la IL-1p en el grupo control (C) y después de 24-horas de
infeccion con Escherichia coli en el tejido de la coriodecidua (CHD) y del
epitelio amniotico (AM) determinado mediante la densidad Optica (O.D; B).
Los datos fueron obtenidos de 17 ensayos independientes y se muestran en

media + error estandar.
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