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Resumen

El trabajo de parto normal que pone fin a la gestacion, es considerado un evento
multifactorial que requiere de la coordinacion de factores enddcrinos,
inmunologicos, anatdmicos y mecanicos que modifican profundamente tejidos
maternos y fetales creando condiciones que favorecen la activacion miometrial, la
dilatacion cervical y en las etapas mas avanzadas, la ruptura de las membranas
fetales. La funcién principal de las membranas corioamnidticas durante el embarazo
es mantener “aislado” al producto dentro de la cavidad amnioética y colaborar en el
establecimiento de un ambiente de tolerancia dentro de ésta, a través de sus
capacidades inmuno-endocrinas.

El trabajo de parto esta asociado con el establecimiento de un proceso inflamatorio
encabezado por moduladores tales como IL-13, TNF-a, MCP1, MIP-1a, IL-8 y
RANTES que modulan la sintesis que diferentes factores incluidos: los de actividad
uterotdénica como las prostaglandinas (PG)-F2a y PGE2 y los moduladores del
recambio de matriz extracelular como las metaloproteasas de matriz extracelular
(MMP)-1, MMP-2, MMP-9, MMP-13. Estos factores generan un ambiente que
modifica irreversiblemente el privilegio inmunolégico de la unidad materno-fetal
creando condiciones incompatibles con la continuidad del embarazo. En este
sentido, si bien existe consenso respecto a algunos de los eventos asociados al
trabajo de parto, no existe suficiente informacion basica sobre las posibles sefiales
inmuno-enddcrinas que desencadenan el inicio y progresiéon normal de este evento.

La prolactina (PRL) es una hormona proteica que durante el embarazo es secretada
por la decidua materna, en y desde donde ejerce profundos efectos en la interfase
materno-fetal. Los niveles de esta hormona aumentan en el liquido amnidtico y
suero materno a partir de las primeras semanas de la gestacion y alcanza sus
concentraciones mas altas durante el segundo trimestre, momento a partir del cual
comienzan a disminuir de manera consistente hasta alcanzar sus niveles mas bajos
dias y/u horas antes del inicio del trabajo de parto. Las acciones de la prolactina
sobre el sistema inmune han sido ampliamente documentadas por lo que nos
preguntamos si la PRL podria regular la respuesta inmune de las membranas
corioamnidticas durante un proceso inflamatorio.

El objetivo de este estudio fue evaluar la capacidad de la PRL para actuar sobre las
membranas corioamniéticas modulando la secrecion de diferentes marcadores
funcionales de trabajo de parto, incluidos los factores pro-inflamatorios,
quimiotacticos y de degradacion de matriz extracelular.

Se utilizaron membranas corioamniéticas humanas (n=9), de embarazos a término
resueltos por cesarea. Los tejidos fueron cultivados en el sistema de transwell que
permite mantener dos compartimentos independientes, el coriodecidual y el
amniético. Para simular las condiciones del embarazo, los tejidos fueron pre-
tratados con concentraciones fisiologicas de PRL (250, 500, 1000 y 4000 ng/ml)




durante 24 horas, posteriormente, para reproducir la respuesta inflamatoria de los
tejidos durante el trabajo de parto, se aplicd un co-tratamiento de LPS (500ng/ml) a
los cultivos expuestos a las diferentes concentraciones de PRL. La secrecion de las
citocinas (TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-10), las quimiocinas (RANTES, MCP-1, MIP-1a e
IL-8), los moduladores de degradacion tisular (MMP-1, MMP-2, MMP-9, MMP-13,
TIMP-1y TIMP-2) fueron medidos por ELISA en los medios de cultivo condicionados
a las 24 horas después del co-tratamiento.

Nuestros resultados mostraron que, en comparacion con las condiciones control, el
tratamiento con LPS incrementé significativamente la secrecion de TNF-a, IL-1p e
IL-10 en las membranas corioamnioticas. La co-incubacion con las concentraciones
mas altas de PRL inhibi6 la secreciéon de TNF-a e IL-13 en ambas regiones de las
membranas corioamniéticas, pero no modifico la secrecion de IL-6 ni IL-10.

Por otro lado, el tratamiento con LPS fue capaz de inducir la secrecion diferencial
de las quimiocinas en las membranas corioamnioticas, RANTES fue secretado
principalmente por la coriodecidua, MCP-1 fue secretado por el amnios, y MIP-1a e
IL-8 fueron secretados por ambas regiones de las membranas corioamniéticas. El
co-tratamiento con las concentraciones mas altas de PRL disminuyo la secrecion
de RANTES, MCP-1 y MIP-1a, pero no de IL-8.

Finalmente, el tratamiento con LPS indujo la secrecion de MMP-1 en el amnios y de
MMP-9 en ambas regiones de las membranas; el co-tratamiento con 4000 ng/ml de
PRL disminuyd la secreciéon de MMP-1, MMP-2 y MMP-9. La secrecion de MMP-13
y los inhibidores TIMP-1 y TIMP-2 no se modificaron por ninguno de los
tratamientos.

En conclusion, nuestros resultados sustentan que la PRL ejerce un efecto anti-
inflamatorio y selectivo sobre las membranas corioamniéticas humanas,
representando un mecanismo compensatorio que controla o delimita parcialmente
los efectos deletéreos de un ambiente pro-inflamatorio y pro-degradativo adecuado
para fin del embarazo y dar paso al inicio del trabajo de parto. Por lo que la PRL
mantiene un ambiente propicio para el mantenimiento del embarazo.




Abstract

Normal labor that ends pregnancy is considered a multifactorial event that requires
the coordination of endocrine, immunological, anatomical and mechanical factors
that profoundly modify maternal and fetal tissues creating conditions that favor
myometrial activation, cervical dilation and in the most advanced stages, the rupture
of the fetal membranes. The main function of chorioamniotic membranes during
pregnancy is to keep the product "isolated" within the amniotic cavity and to
collaborate in the establishment of an environment of tolerance within it, through its
immuno-endocrine capabilities.

Normal labor is associated with the establishment of a pro-inflammatory process
headed by modulators such as IL-1p, TNF-a, MCP1, MIP-1q, IL-8 y RANTES that
modulate the synthesis of different factors including: modulators of the uterine
activity such as prostaglandins (PG)-F2a y PGEZ2; and the modulators of tissue
remodelation such as metalloproteases of extracellular matrix (MMP)-1, MMP-2,
MMP-9, MMP-13). These factors generate an environment that irreversibly modifies
the immunological privilege of the maternal-fetal unit, creating conditions
incompatible with the continuity of pregnancy. In this sense, although there is a
consensus regarding some of the associated events with normal labor, there is not
enough basic information about the possible inmuno-endocrine signals that trigger
the normal onset and progression of this event.

Prolactin (PRL) is a protein hormone that during pregnancy is secreted by the
maternal decidua, in and from where it exerts profound effects on the maternal-fetal
interface. The levels of this hormone increase in the amniotic fluid and maternal
serum from the first weeks of gestation and reach its highest concentrations during
the second quarter, when they begin to decrease consistently until reaching their
lower levels in the days or hours before the start of labor. Therefore, we wonder if
PRL could regulate the immune response of chorioamniotic membranes during an
inflammatory process.

The aim of this study was to evaluate the ability of PRL to act on the choriomaniotic
membranes to modulate the secretion of different functional markers of labor,
specifically the pro-inflammatory, chemotactic and extracellular matrix degradation
factors.

Human chorioamniotic membranes at term of cesarean delivery (n=9) were used.
The tissues were cultured in a transwell system that allows keeping two independent
compartments, choriodecidual and amniotic. To simulate gestation conditions, the
tissues were pre-treated with physiological concentrations of PRL (250, 500, 1000 y
4000 ng/ml) for 24 hours, then LPS co-treatment was applied (500ng / ml) plus the
different concentrations of PRL. The secretion of cytokines (TNF-a, IL-1f, IL-6 and
IL-10), chemokines (RANTES, MCP-1, MIP-1la and IL-8), tissue degradation
modulators (MMP-1, MMP-2, MMP-9, MMP-13, TIMP-1 and TIMP-2) were




measured by ELISA in the conditionated tissues culture media at 24 hours after co-
treatment.

Our results showed that compared to control conditions; treatment with LPS
significantly increased the secretion of TNF-a, IL-1p and IL-10 in chorioamniotic
membranes. In contrast, co-incubation with the highest concentrations of PRL were
able to inhibit the secretion of TNF-a and IL-1f in both regions of the chorioamnion
membranes, but they did not modify the secretion of IL-6 or IL-10.

On the other hand, the treatment with LPS was able to induce a differential secretion
of the chemokines in the chorioamniotic membranes, RANTES was secreted mainly
by the choriodecidua, while MCP-1 was secreted by the amnion, MIP-1a and IL-8
were secreted by both regions of the chorioamniotic membranes. The highest
concentrations of PRL were able to decrease the secretion of RANTES, MCP-1 and
MIP-1a, but not of IL-8.

Finally, the treatment with LPS induced the secretion of MMP-1 in the amnion and
of MMP-9 in both regions of the membranes; co-treatment with 4000 ng / ml of PRL
decreased the secretion of MMP-1, MMP-2 and MMP-9. The secretion of MMP-13
and the inhibitors TIMP-1 and TIMP-2 were not modified by any of the treatments.

In conclusion, our results support that PRL exerts a selectively anti-inflammatory
effect on human chorioamniotic membranes, representing a compensatory
mechanism that controls or partially delimits the deleterious effects of a pro-
inflammatory and pro-degradative environment suitable for the end of pregnancy
and give way to the start of labor. So, PRL maintains an environment conducive to
the maintenance of pregnancy.




l. Introduccioén

El embarazo en todas sus etapas esta regulado por estrategias inmunoldgicas y
endocrinas establecidas por la madre y el feto, cuyo objetivo es generar un ambiente
inmunologico permisivo que evite el rechazo del producto y permita que el feto

crezca y se desarrolle en la cavidad uterina durante al menos 37 semanas.

Este ambiente esta caracterizado por el fino equilibrio entre una respuesta
tolerogénica inducida por factores fetales en el sistema inmune materno y el
mantenimiento de las competencias inmunoldgicas que permiten a la madre y al
feto responder a la presencia de agentes patégenos o cualquier molécula enddégena

que actue como sefial de peligro o dafio (Pioli y cols., 2004).

Hacia las dUltimas semanas del embarazo, ocurren cambios endocrinos e
inmunoldgicos que conllevan a la pérdida del ambiente inmunologico permisivo. La
supresioén de las condiciones de tolerancia representa el fin del embarazo y el inicio
del trabajo de parto, debido a que inducen la pérdida de la quiescencia uterina, y
alteran la integridad tanto estructural como funcional de la placenta y las membranas

corioamnidticas.

1. Fisiologia del trabajo de parto.

En condiciones normales, el trabajo de parto eutécico en el humano se inicia a partir
de la semana 37 de la gestacion. La etiologia de este proceso ha sido parcialmente
dilucidada a través de multiples estudios realizados en modelos animales,
evidencias clinicas en el humano y multiples estudios experimentales in vitro; con lo
cual se ha demostrado que el trabajo de parto es un evento particular en cada
especie y es resultado de la coordinacion de los cambios inmuno-endocrinos con
tres eventos mecanicos/anatomicos clave: 1) la activacion del miometrio y el

establecimiento de las contracciones uterinas, 2) la maduracién cervical que implica




el borramiento y la dilatacion del cérvix y 3) en las etapas mas avanzadas, la ruptura

de las membranas corioamniéticas (Norman y cols., 2007).

1.1 Factores inmunolégicos y mecanicos del trabajo de parto.

Hacia la semana 37 de la gestacion, el estiramiento muscular del Gtero aumenta la
activacion del factor de transcripcion nuclear kappa B (NFkB), que activa la
transcripcion de genes de la respuesta inflamatoria, induciendo la producciéon de
interleucina (IL)-6, IL-1p y el factor de necrosis tumoral (TNF)-o ( Lindstrom y
Bennett 2005). El aumento de estas citocinas promueve la sintesis de
prostaglandina (PG) E2 y PGF2. por las células del miometrio, en las cuales se
incrementan los receptores de oxitocina y las uniones Gap intercelulares; la
actividad de la PGs y el receptor de oxitocina incrementan los niveles de Ca?* en
las células del miometrio generando las contracciones uterinas intensas y

sincronicas (Challis y cols., 2000, Mesiano y cols., 2002).

En el cérvix, las PG’s alteran la permeabilidad de los vasos sanguineos
incrementando su flujo, lo cual junto con la accién quimioatrayente de IL-8, genera
un ambiente rico en leucocitos y neutréfilos. La activacion y degranulacion de
neutroéfilos reclutados en el estroma cervical, producen alteraciones en el colageno
gue es uno de los constituyentes principales del tejido conectivo, lo que dirige los
cambios estructurales que caracterizan el borramiento y la dilatacion del cérvix

(Timmons y cols., 2010, Norman y cols., 2007).

Finalmente, en las membranas corioamniéticas, la degradacién del tejido conectivo
se debe a la influencia del ambiente pro-inflamatorio en el cérvix que induce la
secrecion de IL-1B y TNF-a. en las membranas, estimulando un incremento en la
secrecion de IL-6. Si bien, la secrecion basal de IL-6 esta presente a lo largo del
embarazo, su incremento esta asociado a su funcidn sinérgica con las otras
citocinas para inducir la produccién de las metaloproteasas de matriz extracelular

(MMP)-9 y MMP-2. Estas MMPs son enzimas con actividad gelatinasa que




degradan selectivamente los diferentes componentes de la matriz extracelular
(MEC) de las membranas corioamniéticas, jugando un papel clave en el dafio
estructural y la pérdida de la fuerza de tension de estos tejidos, provocando su

ruptura (Figura 1) (Keelany cols., 1997, Allport y cols, 2001, Norman y cols., 2007).

1.2 Factores quimiotacticos asociados al trabajo de parto.

El reclutamiento e infiltracion de un perfil particular de leucocitos hacia los tejidos
reproductivos y extraembrionarios (miometrio, la placenta, el cuello uterino y las
membranas fetales), requiere la secrecion selectiva de quimiocinas, asi como las

moléculas correspondientes de adhesion celular (Osman y cols., 2003).

Entre las quimiocinas que se encuentran relacionadas con el proceso del parto las
esta RANTES (del inglés: Regulated on Activation Normal T cell Expressed and
Secreted) que favorece la quimioatraccién de monocitos, células T, células natural
killer (NK), pero ademas promueve la activacion de las células T de memoria,
monocitos y eosindfilos; asi como la adhesién y transmigracion de las células T a
través del endotelio y adhesion de los monocitos a las proteinas de la matriz; MCP-
1 (del inglés: Monocyte Chemoattractant Protein 1) cuya principal funcion es atraer
monocitos al sitio de inflamacion y promover la activacion del estallido respiratorio
en macrofagos; de MIP-1a (del inglés: Macrophage Inflammatory Protein 1 alpha)
que tiene accion quimioatrayente sobre los macrofagos principalmente, pero
también sobre monocitos; IP-10 (del inglés: Interferon-gamma inducible Protein 10)
a diferencia de otras quimioquinas CXC, IP-10 no tiene actividad quimiotactica para
los neutrofilos, atrayendo a las células T activadas y a los monocitos e IL-8 que tiene

una quimioatraccion de neutrofilos (Hamilton y cols., 2013).

Hacia el final del embarazo, en el liquido amnidtico también se ha descrito el
aumento en la concentracion de MIP1-q, IP-10 y MCP-1 durante el trabajo de parto
normal y durante un proceso de corioamnionitis asociado o no a infeccion intra-

amnidtica, lo que indica que estas quimiocinas generan un tropismo de leucocitos




hacia estos tejidos, donde son capaces de generar la inflamacion de las membranas
corioamnidticas como parte del mecanismo de defensa de los tejidos ante sefales
de dafio tanto fisiolégicas como patolégicas (Romero y cols., 1994; Esplin y cols.,
2005). Por otra parte, la concentracion de RANTES en el liquido amnidtico fue
mayor en el segundo trimestre que a término; sin embargo, su secrecion incrementa
en el trabajo de parto y el parto prematuro (Athayde y cols. 1998). Su funcion en
estas condiciones parece estar asociada a la quimioatraccion y activaciéon de
macrofagos, eosinofilos y basofilos, en los cuales induce la liberacion de histamina
que contribuye a la produccion de PG’s y por lo tanto a la activaciéon del miometrio
(Maintz y cols., 2008).

Diversos estudios clinicos coinciden en que durante el trabajo de parto se
incrementa la expresion de RANTES, MCP-1, MIP-1a, IL-8 e IP-10 en la
coriodecidua durante el trabajo de parto y durante procesos patolégicos como la

infeccion o el parto pre término (Hamilton y cols., 2013; Kim CJ y cols., 2015).

Hasta la fecha se desconoce el origen de las céulas inmuno-competentes que son
atraidas hacia este microambiente placentario; sin embargo, se ha demostrado que
las células atraidas son funcional y fenotipicamente distintas de los leucocitos de
sangre periférica materna y fetal (Vega-Sanchez y cols., 2010). También se ha
descrito el cambio del perfil de las células inmunes que se encuentran en el liquido
amnioético a lo largo del embarazo, incrementandose el niumero de neutrofilos y
monocitos hacia el final de este con respecto a los otros tipos celulares que incluyen
a las células linfoides innatas, NK, linfocitos T y linfocitos B (Gomez-Lopez y cols.,
2017). En este contexto la participacion de las quimiocinas durante el trabajo de
parto, es un componente clave ya que adicionalmente a su funcion quimiotactica,
algunas de estas quimiocinas también estan implicadas en la activacion de las

células inmunes que son atraidas (Esplin y cols., 2005).
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Figura 1. Sefiales y mecanismos que ocurren en los tejidos maternos y extraemrionarios que dirigen
los tres eventos mecanicos/anatdmicos necesarios para el trabajo de parto eutdsico. La letra A indica
el amnios; C, el corion; D, la decidua y E, la matriz extracelular del cérvix (Modificado de Romero R
y cols., 2014).

1.3 Factores endocrinos asociados al trabajo de parto.

El perfil endocrino dentro de la unidad feto-placentaria muestra cambios a lo largo
de la gestacion, estos cambios resultan esenciales para el mantenimiento del perfil

tolerogénico, pero también para la correcta culminacion del embarazo.

Los conocimientos derivados de modelos de mamiferos como la oveja, el raton y
los primates han demostrado que hay mecanismos endocrinos precisos Yy
especificos de cada especie por la anatomia y fisiologia de su placenta;
adicionalmente, han demostrado la participacién de varias glandulas y tejidos con
funcién endocrina que participan en este proceso incluyendo el hipotalamo, la
hipdfisis y las glandulas suprarrenales del feto, la placenta y el ovario materno
(Challis y cols., 2000).




En el caso de los humanos, se tiene conocimiento de que la actividad endocrina de
la placenta es muy importante en la produccion de progesterona (P4) y estrégenos
durante el embarazo. A diferencia de otros mamiferos en los que la disminucién
subita de P4 al final del tercer trimestre es determinante en el inicio del trabajo de
parto (Mesiano y cols., 2002; Spencer y cols., 2004), en el humano se ha reportado
la existencia de un cambio en el perfil de expresiéon de las isoformas del receptor de
P4 en el (tero, lo que provoca que este deje de ser sensible a los altos niveles de
P4 que se mantienen hasta el final del embarazo y pierda su estado de quiescencia
o reposo (Allport y cols, 2001). Durante este periodo, el estrogeno mediante sus
receptores clasicos (REs), RE-a y RE-B, intermedian las acciones vasculares del
endotelio uterino incrementando el flujo sanguineo Utero-placentario; asi, durante el
trabajo de parto ejerce acciones opuestas a la P4, promoviendo la sintesis de
conexiones tipo gap en las células del musculo liso del utero; con esto, las células
guedan vinculadas siendo capaces de contraerse como una unidad coordinada
(Magness y cols., 2005). Adicionalmente el estrégeno induce la expresion de
receptores de oxitocina en las células del miometrio, esta oxitocina es producida por
la hipdfisis materna y liberada a la circulacion, de modo que esta disponible en el
Gtero para potenciar la intensidad de las contracciones (Kilarski y cols., 2000), el
incremento de estrogeno y la caida de P4 o su retiro funcional -en el caso del
humano- también inducen la secrecién de PGs y MMPs en los tejidos adyacentes,
colaborando en la degradacion de los mismos para lograr la expulsién del producto
(Kombé y cols., 2003).

A diferencia de la P4 y el estrégeno, de naturaleza esteroide, la prolactina (PRL) es
una hormona peptidica que esta presente durante el embarazo; sin embargo, poco
se ha estudiado su papel durante el trabajo de parto. Diversos estudios realizados
en los 80°s demostraron que esta hormona participaba en diferentes eventos
relacionados con la reproduccién y el embarazo de manera muy especifica en
modelos murinos (Bao y cols., 2007). De manera paralela en el humano, estudios

clinicos determinaron que conforme avanza el embarazo, la concentracion de PRL

10




incrementa tanto en suero materno como en liquido amnidtico, por lo que el
embarazo es considerado un evento de hiperprolactinemia fisiologica (Kletzky y
cols., 1985). Un dato importante que surgid de esos estudios fue el descenso en la
concentracion de esta hormona hacia el tercer trimestre de la gestacion que parece
estar relacionado temporalmente con las primeras sefales de trabajo de parto; este
perfil bifasico de la PRL, en conjunto con sus mdltiples acciones endocrinas e
inmunoldgicas y la ubicuidad de sus receptores, sustentan la hipo6tesis de su papel
clave en el control de las diferentes sefiales y mecanismos que activan, modifican
o preparan a los tejidos de la unidad feto placentaria para el trabajo de parto; sin
embargo, esta linea de investigacion no ha sido abordada y por ello es motivo del
desarrollo de este trabajo de tesis.

2. Caracteristicas generales de la PRL.

La PRL es una hormona de naturaleza proteica, que inicialmente fue descrita como
un factor involucrado en el desarrollo de las glandulas mamarias, producida por los
lactotropos de la hipofisis anterior. Sin embargo, actualmente se reconocen
multiples sitios de produccion y secrecion extra-hipofisiaria de PRL, lo cual explica
que esta hormona esté involucrada en méas de 300 funciones biologicas (Ben-
Jonathan N. y cols.,1996).

En el humano, la PRL es codificada por un Gnico gen que se encuentra en el
cromosoma 6, constituido por 5 exones y 4 intrones, cuya transcripcion y posterior
traduccion genera un polipéptido de cadena sencilla compuesto por 227
aminoacidos, de los cuales 28 corresponden al péptido sefial lo que da como
producto maduro un polipéptido de 199 aminoacidos con tres puentes disulfuro
dentro de su estructura (Figura 2) y un peso molecular de 23 kDa (Ben-Jonathan N.
y cols.,1996; Bernard y cols., 2015).
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Figura 2. Estructura de la prolactina humana de 23kDa (Bernard y cols., 2015).

Debido a su naturaleza proteica, la PRL es susceptible a tener cambios post-
traduccionales, de manera que se han descrito variantes de esta hormona como la
PRL glicosilada de 25 kDa que ha sido documentada en sangre, leche y liquido
amniético (Meusris y cols., 1985; Lee y Markoff, 1986). La glicosilacion de la PRL
puede aumentar o disminuir la actividad de la PRL y también desempefia un papel
en la biosintesis, la secrecion, la eliminacion metabdlica y la escision proteolitica de

esta hormona (Hoffmann y cols., 1993; Pellegrini y cols., 1988).

2.1 Mecanismo de accion de la PRL

Las funciones biolégicas de la PRL estdn mediadas por la interaccién con su
receptor (PRLR), un miembro de la superfamilia de los receptores de citocinas. El
gen del PRLR se localiza en el cromosoma 5, constituido por 10 exones, que
codifican una proteina transmembranal con tres dominios: un dominio de unién al
ligando extracelular (LBD), un dominio transmembrana hidrofébico (TMD) y un

dominio de sefializacion intracelular (ICD) (Bernard y cols., 2015).

En el humano se han descrito cinco isoformas del PRLR que resultan de eventos
de empalme alternativo en el gen, estas isoformas difieren en cuanto a la longitud y
composicion de sus colas citoplasmicas (Figura 3), por lo que potencialmente

pueden activar distintos eventos de sefializacion intracelular; la isoforma larga (95 -
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85 kDa) e intermedia (65-60 kDa) han sido las mas estudiadas (Goffin y cols., 1996;
Bernard y cols., 2015).

L AS1 | Sia S1ib bp
Enlaces B | £ & a g
B disulfuro L i l i
________ y v v v v _
Motivo WS E= = =

™

Caja1
Caja 2

Figura 3. Esquema de las isoformas del receptor de PRL descritas en el humano que resultan del
empalme alternativo del ARNm. Se observan: el dominio extracelular compuesto por el subdomino
que contiene dos enlaces disulfuro (D1) y el subdominio que tiene la region conservada de triptofano-
serina 0 motivo WS (D2); el dominio transmembranal (TM ) y el dominio intracelular con las regiones
conservadas conocidas como caja 1y 2, pero cuya longitud y composicién varia entre las isoformas
descritas. La isoforma AS1 carece de todo el dominio D1 del receptor; mientras que las isoformas
cortas Slay S1b no tienen una sefializacidn eficiente, pero pueden servir para internalizar el ligando
y/o para regular negativamente la sefializacion inducida por prolactina. El receptor soluble (bp) solo
contiene el dominio extracelular (Bernard y cols., 2015).

La via canonica de sefializacion de PRL requiere la dimerizacién de la isoforma
larga del PRLR, lo que conduce a la transfosforilacién de los residuos de tirosina
presentes en la cinasa Janus 2 (JAK 2), que esta asociada con el ICD. Este evento
promueve el reclutamiento de transductores de sefial y activadores de la
transcripcion (STATs) 1, 3 y 5. Las STATs dimerizan y migran al ndacleo para
potenciar la expresion de los genes blanco (Figura 4) (Bernard y cols., 2015). La
isoforma corta del PRLR es incapaz de activar la via JAK-STAT, pero puede activar
otras vias alternativas, como la proteina cinasa activada por mitégenos (MAPK)

p44/42 y la fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K) /proteina cinasa B (Akt) (Devi y cols.,
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2014; Bernard y cols., 2015). Adicionalmente, los datos experimentales muestran
gue la isoforma corta ejerce efectos reguladores negativos sobre el receptor largo

de la PRL, mediando asi las respuestas de los tejidos blanco (Tan y Walker, 2010).
R-PRL
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Figura 4. Esquema del mecanismo candnico de accion de la PRL mediado por la unién con su
receptor transmembranal. La dimerizacion del receptor de PRL al unirse a la hormona, induce la
transfosforilacion de la proteina JAK2 asociada a su dominio intracitoplasmatico, lo que promueve el
reclutamiento de transductores de sefial y activadores de la transcripcion (STATs) 1, 3 y 5. Las
STATs dimerizan y migran al ntcleo para llevar a cabo la transcripcion de los genes blanco.

2.2 PRL decidual

La decidua es un tejido de origen materno, generado por la transformacion del
endometrio durante la fase latea del ciclo menstrual, cuando el ovocito es fertilizado
debido a la accion directa de la P4 y el estradiol sobre las células estromales que
los componen. Este tejido especializado, es indispensable para la implantacion y
nutricion del blastocisto y de acuerdo a su posicion respecto a este Ultimo se
diferencia en decidua basalis, que componen la parte materna de la placenta y la

decidua capsularis, que rodea al corioamnios humano (Maslar y cols., 1980). La
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decidua fue el primer tejido en el que se describid la produccion extra-hipofisaria de
PRL (Maslary cols., 1980). Diversos estudios de los 90°s describieron la expresion
del RNAm de esta hormona en las células deciduales, con lo cual demostraron que
este tejido es la fuente principal de PRL en el Utero gestante y particularmente de la
PRL que se encuentra en el liquido amniético (Handwerger y cols., 1991; Wu y cols.,
1991).

A diferencia de la regulacion hipofisaria, la sintesis de PRL decidual no esta bajo el
control de la dopaminay su secrecidn no es pulsatil ni dirigida por ciclos circadianos,
al contrario, esta PRL decidual es liberada rapidamente después de ser sintetizada

y su vida media es més larga, alcanzando las 4.5 horas (Handwerger y cols., 1984).

En la decidua, la secrecion de PRL es regulada a nivel transcripcional, a través de
una region promotora distal compuesta por 150 pares de bases adicionales en el
ARNmM que conforman un exén adicional que no responde a los mismos elementos
reguladores que el promotor en el ARNm de la PRL hipofisiaria, siendo la region

codificante idéntica en ambos RNAm (Watanabe y cols., 2001).

Entre los elementos que regulan positivamente la sintesis y la secrecion de PRL en
las células deciduales se encuentran factores autécrinos y paracrinos producidos
por la decidua, la placenta y las membranas fetales; estos factores incluyen la P4,
el E2, el calcitriol, el factor de liberacién de PRLR decidual, el factor de crecimiento

insulinico 1y la relaxina (Handwerger y cols., 1991).

La liberacion y sintesis de PRL decidual es inhibida por la lipocortina, el acido
araquidonico, y el factor inhibidor de PRL decidual (Pihoker y cols., 1991). Otros
factores capaces de inhibir la sintesis de PRL en las células deciduales son las
citocinas pro-inflamatorias TNF-a, IL-1, IL-1a, IL2, IL8 y el factor de crecimiento
transformante B (TGF-B) (Vicovac y cols., 1994, Kaney cols., 2010).
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2.3. Perfil de secreciéon de PRL en el embarazo y el trabajo de parto.

En una mujer no embarazada la concentracion maxima de PRL en suero es de 20
ng/ml, mientras que en mujeres durante el primer trimestre del embarazo el nivel
incrementa a 45 ng/ml (Kletzky y cols., 1985). Si bien esta PRL es de origen
hipofisiario, resulta interesante que los niveles maximos en suero llegan a ser 250

ng/ml a la mitad del segundo trimestre del embarazo (Kletzky y cols., 1985).

Una caracteristica muy importante de la PRL decidual, es su capacidad de atravesar
las membranas fetales (Figura 5) y concentrarse en la cavidad amni6tica, generando
una distribuciéon de PRL compartimentada (McCoshen y cols., 1982, Fukamatsu y
cols., 1984). Esto genera que la concentracion de PRL decidual sea de 10 a 100
veces mayor en el liquido amniético en comparacion con la PRL en la circulacion

materna y fetal.

Si bien, el mecanismo de transporte de la PRL no ha sido determinado, la evidencia
experimental ha demostrado que la integridad estructural de las membranas
corioamnidticas es esencial para el transporte de esta hormona desde la region
coriodecidual hacia la cavidad amniotica (McCoshen y cols., 1982, Tyson y cols.,
1985).

Decidua
basalis

Placenta

embranes fetales

Liquido amnidtico
PRL
[4000ngiml]

Amnios
rte | | Lado fetal

Decidua

capsularis Coriodecidua

Lado maternc

Figura 5. Esquema del transporte unidireccional de la PRL decidual a través de las membranas
corioamnidticas, que provoca la acumulacion de esta hormona en el liquido amniético.
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La concentracion de PRL en el liquido amnidtico alrededor de la semana 14 es de
33.1 + 0.8 ng/ml, a partir de este momento la concentracién de PRL incrementa
rapidamente, alcanzando un valor maximo de 3,750 + 200 ng/ml alrededor de la
semana 26; posteriormente, la concentracion de PRL disminuye gradualmente
alcanzando alrededor de 500 + 50 ng/ml alrededor de la semana 36 cuando se
considera que el embarazo ha llegado a término (Kletzky y cols., 1985). Por otro
lado, en el suero materno, después de su pico maximo de alrededor de 300 + 50
ng/ml en el segundo trimestre, los niveles de PRL decaen gradualmente hasta llegar
a 80 + 20 ng/ml hacia el final del tercer trimestre donde se observan las primeras
sefiales de trabajo de parto (Kletzky y cols., 1985). Durante el trabajo de parto activo
la concentracion mas baja detectada en el suero materno coincide con el momento

de maxima dilatacion del cérvix (Rigg y cols., 1977) (Figura 6).

A Liquido amniético
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Figura 6. Perfil de la concentracion de PRL a lo largo de la gestacion, el parto y el periodo post-
parto, medidos en suero materno y en liquido amniético, datos tomados de Rigg y cols., 1977; Kletzky
y cols., 1985.
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2.4 Expresion del receptor de PRL en tejidos de la interfase materno-fetal.

Existe evidencia que demuestra la presencia de formas inmuno-reactivas para el
PRLR tanto en la placenta como en las membranas fetales durante todo el
embarazo. La expresion de la isoforma de 98 kDa ha sido descrita en los
trofoblastos desde el primer trimestre (Stefanoska y cols., 2008) que son la principal
poblacién celular de origen fetal que compone la placenta. Otras isoformas (65-60
kDa, 55-45 kDa, 35-30 kDa, e isoformas menores de 30 kDa) han sido detectadas
cerca del final del periodo de embarazo en la decidua, placenta, corion y amnios.
Mientras que la forma de 30 kDa esta ausente en el amnios, esta isoforma soluble
ha sido reportada en el liquido amniético (Maaskant y cols., 1995).

Considerando por un lado el papel de las membranas corioamnidticas como barrera
selectiva que permite la separacion de dos ambientes distintos (el materno y el fetal)
y por otro la expresiéon de receptores de PRL en estos tejidos que permite inferir que
estos son blancos de la PRL; resulta interesante para nosotros poder describir los
efectos de esta hormona sobre estos tejidos, ademas de los ya descritos y que
actualmente se sabe que tienen capacidades inmunologicas innatas limitadas pero
determinantes para mantener el embarazo, responder y defenderse de los
patégenos , asi como también para coordinar el trabajo de parto y permitir la
expulsion del producto (Kim y cols., 2004; Pineda-Torres y cols., 2014; Flores-

Espinosa 2014; Norman y cols., 2007).

3. Las membranas corioamnioéticas humanas

Las membranas corioamnidticas constituyen una entidad anatomica e histologica
sumamente compleja y dinamica que mantiene el equilibrio entre los fluidos
maternos y fetales, realizando un intercambio constante de gases, agua, iones,
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).
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Alrededor del dia 7 posterior a la fecundacion, comienza a formarse la cavidad
amniética a partir de una hendidura de la hoja ectodérmica, esta cavidad se expande
por el crecimiento de celoma embrionario y finalmente es delimitada por el amnios
hacia finales de la tercera semana de 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 amniotica, el
amnios y el corion comienzan a acercarse y eventualmente quedan en contacto

alrededor de la semana 12 (Benirschke Ky cols., 2006).

Finalmente, las membranas corioamnioticas se componen por la superposicion de
estos dos 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 7) (Bryant-Greenwood, 1998).

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, actlia como estructura de anclaje para los trofoblastos, constituida
por colagena tipo I, lll, IV, V, VI y proteoglicanos; 2) La capa de trofoblastos,
presenta una polaridad hacia la decidua materna y forma la principal poblacion
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 IV, laminina y fibronectina (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
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encuentra en contacto directo con el liquido amniotico 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
IV, es responsable de mantener la unidn entre las células epiteliales y, por lo tanto,
de mantener la integridad estructural del epitelio, también se compone de laminina
y fibronectina; 3) La capa compacta, se compone de tejido conectivo organizado en
una compleja red tridimensional, compuesta por colagena tipo I, Illl, 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 de tension para mantener la integridad mecéanica
del amnios; 4) La capa fibroblastica, esta constituida por células mesenquimatosas
con marcadores de fibroblastos que secretan las colagenas intersticiales de la capa
compacta, es posible encontrar 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 | y Ill. La estructura de esta capa permite al amnios
deslizarse sobre el corion y asi absorber el estrés mecanico asociado a los

movimientos fetales sin causar dafio a la estructura de las membranas (Figura 7).
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Figura 7. Imagen compuesta que ejemplifica la ubicacion del feto dentro de la cavidad amniotica,

delimitada por las membranas corioamnitticas. La composicién celular de las membranas
corioamnidticas se muestra en un corte semifino (1um) de tejido a término y sin trabajo de parto,
incluido en EPON. Se indican las capas que conforman los tejidos y los componentes principales de

su matriz extracelular.
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Il. Antecedentes

1. La PRL como regulador durante el embarazo

Si bien el trabajo de parto es considerado un proceso multifactorial, existen
evidencias experimentales y clinicas que permiten proponer a la PRL como un factor
clave en el mantenimiento del embarazo y, por lo tanto, como un importante

elemento asociado a los cambios inmunolégicos que da inicio al trabajo de parto.

El estudio del proceso de gestacion y de trabajo de parto en diferentes modelos
animales estudiados ha demostrado que hay mecanismos especie-especificos,
pero, de manera consistente, la PRL parece ser un elemento que determina el éxito
de la reproduccion en los viviparos, al regular procesos reproductivos, de defensa

del hospedero y respuesta a condiciones de estrés (Soares My cols., 2007).

Uno de los modelos animales que ha sido ampliamente utilizado para determinar el
papel de la PRL sobre el proceso reproductivo fue el desarrollo de ratones knockout
para la PRL y el PRL-R, estos modelos demostraron que el fenotipo PRL 7 era
infértil, pero al adicionar PRL exégena las funciones bioldgicas del cuerpo luteo y el
desarrollo mamario eran recuperadas permitiendo la implantaciéon del producto;
mientras que los animales PRL-R 7~ eran completamente infértiles y la adicion de
PRL exdgena no podia revertir el efecto causado por la delecién del gen del PRL-R
(Bole-Feysoty cols., 1998). Con este modelo se pudo sustentar que la PRL favorece
el embarazo, ya que actia directamente sobre las funciones del cuerpo luteo, donde
promueve la expresion de la 17a-hidroxiesteroide deshidrogenasa (17a-HSD),
enzima encargada de catalizar la conversion de estrona en estradiol. Ademas, la
PRL inhibe a la enzima 20a-hidroxiesteroide deshidrogenasa (20a-HSD), lo que
previene el catabolismo de la progesterona durante la gestacion y también inhibe

IL-6 a nivel transcripcional (Bao y cols., 2007).
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Por otro lado, dentro de las evidencias clinicas y experimentales que soportan el
papel de la PRL en el embarazo humano podemos mencionar los reportes de Garzia
y cols. (Garzia y cols., 2004 y 2013) que sugieren que niveles bajos de PRL
producida localmente en el endometrio durante el periodo conocido como ventana
de implantacién, es una de las principales causas de infertilidad y aborto espontaneo
recurrente. Esto indica que la baja expresion de PRL por los tejidos transformados
durante el embarazo esté asociada con fallas reproductivas.

Por otro lado, Stefanoka y cols. (Stefanoka y cols., 2013) reportaron que la PRL
estimula la migracion y proliferaciéon del trofoblasto humano en el primer trimestre
del embarazo, lo cual es indispensable para la formacion de la placenta. En este
mismo trabajo se observé que la PRL induce la secrecion de IL-8 e IL-6 lo que indica
que esta hormona ejerce efectos reguladores sobre el ambiente inmunolégico de

estas células.

Hacia la etapa final del embarazo y en ausencia de trabajo de parto, Tyson y cols.
(Tyson y cols., 1985) demostraron que el tratamiento de membranas
corioamnidticas humanas con PRL es capaz de inhibir la secrecion basal de PGE,
sugiriendo su papel como un modulador importante de los factores asociados al

proceso del trabajo de parto.

En relacion a esto, en nuestro grupo de trabajo demostramos que el tratamiento de
membranas corioamnidticas humanas con concentraciones de PRL equivalentes a
las encontradas en el liquido amnidtico justo al final del tercer trimestre del
embarazo pueden inhibir significativamente la secrecion basal de IL-13, TNF-ay
MMP-9 asi como la expresion a nivel de RNAmM de estos marcadores, todos factores
claves en los procesos de activacion miometrial, borrado cervical y ruptura de
membranas corioamnioéticas indispensables para la progresion del trabajo de parto
(Zaga y cols. 2014).
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2. La infeccion coriodecidual como modelo de inflamacién y causa del parto
pretérmino.

Un amplio nimero de estudios clinicos han demostrado que el trabajo de parto
eutodcico y el parto pretérmino si bien no tienen el mismo origen, si convergen en el
desarrollo del proceso inflamatorio que lleva a un nuevo estado a los tejidos de la

interfase materno-fetal para dar lugar al parto (Romero y cols., 2014).

Una de las causas asociadas al parto pretérmino es el desarrollo de un proceso
infeccioso a nivel intrauterino que explica el 30% de estos casos (Romero y cols.,
2001). Diversos modelos animales (monos, ratones, ratas y conejos) demuestran la
relacion entre la presencia de una infeccién intrauterina con diferentes bacterias o
endotoxinas secretadas por estas bacterias (asociadas a esta patologia en el
humano), y el desarrollo de un proceso inflamatorio agudo capaz de incrementar la
secrecion de TNF-a, IL-1B y 6xido nitrico (Gravett y cols., 1994; Gravett y cols.,
1996; Elovitz y cols., 2004), la prostaglandina F2a placentaria y las contracciones
uterinas (Waldorf y cols., 2008) induciendo la ruptura de las membranas fetales y

el trabajo de parto de manera prematura, generando la interrupcién del embarazo.

Con el objetivo de medir todos los marcadores inflamatorios asociados al trabajo de
parto, utilizamos un modelo de cultivo de las membranas corioamnidticas que nos
permitié inducir un proceso inflamatorio en la region coriodecidual mediante el uso
del LPS y asi poder recrear un ambiente inflamatorio similar al del trabajo de parto
y estudiar si la PRL a concentraciones equivalentes a las del segundo y tercer
trimestre del embarazo que se encuentran en el liquido amniético podia regular este
ambiente inflamatorio, y por lo tanto entender parcialmente el papel regulador de la
PRL sobre la interfase materno-fetal en el trabajo de parto.
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lll. Hipétesis

El pre-tratamiento de las membranas corioamnioticas con concentraciones de PRL
equivalentes a las presentes en el segundo y tercer trimestre de la gestacion,
inhibira la sintesis y secrecion de moduladores inmunolégicos funcionales

asociados al trabajo de parto inducidos por la estimulacion con LPS in vitro.
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IV. Objetivo

Caracterizar el efecto de la PRL sobre el perfil de secrecion de los marcadores pro-
inflamatorios y anti-inflamatorios, los factores quimiotacticos y de degradacion
tisular asociados al trabajo de parto inducidos por la estimulacion con LPS de

explantes de membranas corioamniodticas humanas a término sin trabajo de parto.

Objetivos especificos

1. Validaciobn del modelo de cultivo de las membranas corioamnidticas

humanas, determinando su viabilidad, integridad y funcionalidad.

2. Determinar las condiciones experimentales (dosis y tiempo) para reproducir
una respuesta inflamatoria inducida por la estimulacion coriodecidual con

LPS en las membranas corioamniéticas humanas.

3. Cuantificar los niveles de las citocinas TNF-a, IL-1p, IL-6 e IL-10 secretadas
al medio de cultivo por las membranas corioaminéticas después del co-
tratamiento con LPS y las diferentes concentraciones de PRL (250, 500, 1000
y 4000 ng/ml).

4. Cuantificar los niveles de las quimiocinas RANTES, MIP-1a, MCP-1 e IL-8
secretadas al medio de cultivo por las membranas corioamingticas después
del co-tratamiento con de LPS y las diferentes concentraciones de PRL (250,
500, 1000 y 4000 ng/ml).

5. Cuantificar los niveles de las MMP-1, MMP-2, MMP-9 y MMP-13 secretadas
al medio de cultivo por las membranas corioaminéticas después del co-
tratamiento con de LPS y las diferentes concentraciones de PRL (250, 500,
1000 y 4000 ng/ml).
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V. Metodologia.

1. Muestras biolégicas

Todas las muestras de membranas corioamnidticas fueron obtenidas de mujeres
sanas atendidas en el Instituto Nacional de Perinatologia Isidro Espinosa de los
Reyes (INPer IER) o en el Hospital de Ginecologia-Obstetrica No.4 Luis Castelazo
Ayala (HGOLCA) que aceptaron participar en el estudio y firmaron el consentimiento
informado. Este proyecto fue aprobado por el comité de ética, bioseguridad e
investigacion del INPer IER (212250-3210- 21205-01- 15) y del HGOLCA (IMSS R-

2017-785-013). Los datos de las pacientes se describen en la tabla 1.

Los criterios de exclusion fueron mujeres con infeccién vaginal durante el ultimo
trimestre del embarazo, alérgicas a la penicilina, o con sobrepeso. Las muestras
que resultaron positivas en el analisis microbiolégico que se les realiz6 antes de ser
procesadas y aquellas que presentaron signos visibles de trabajo de parto
(degradacion de los tejidos) fueron eliminadas.

Variables Promedio + DE Rango
Edad maternal (afios) 27.75 + 6.52 20 - 37
Edad gestacional (semanas) 38.62 + 0.75 37.5-39.5
NUmero de gestas 217 +1.11 1-4
Peso Pre-gestacional (kg) 63.56 + 12.24 41 - 77
Peso gestacional (kg) 73.70 + 11.15 51 -87
Sexo del recién nacido (%)
Mujeres 42%
Hombres 58%

Tabla 1. Variables nominales demogréficas de la poblacion de estudio. DE= desviacion estandar.
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2. Cultivo de explantes de membranas corioamnioticas.

Los tejidos extraembrionarios, obtenidos en la unidad de tococirugia del INPer, o
del HGOLCA fueron procesados en condiciones de esterilidad y montados en un
sistema de Transwell (Costar, Acton, E.U.A.) creando asi dos compartimentos
independientes, que permiten estimular selectivamente y analizar de manera
independiente la respuesta en ambos lados de la membrana: la coriodecidua y el
amnios (Figura 8). Los explantes de membranas corioamnidticas fueron cultivados
con 1ml de medio DMEM (Gibco, LifeTechnologics, E.U.A. MD) suplementado con
10% suero fetal bovino y 1% de antibiotico antimicético, a 37°C y 5% de CO2 en

cada compartimento.

Compartimento Condiciones del
coriodecidual embarazo

Compartimento
amniodtico

Figura 8. Modelo experimental de cultivo de las membranas corioamniéticas montadas en el sistema
de Transwell. Este modelo mantiene dos compartimentos independientes uno limitado por la
coriodecidua (CHD) y el otro por el amnios (AMN).

3. Validacion del modelo.

Viabilidad metabdlica. Los explantes de membranas corioamniéticas montados en
el sistema de transwell fueron cultivados durante 96 horas, evaluando en intervalos

de 24 horas la viabilidad metabolica con el ensayo comercial de proliferacion celular
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XTT (Cell Signaling). Para este ensayo se coloc6é 1 ml de medio DMEM
suplementado en cada compartimiento; cada 24h se agrego la mezcla de XTT en
proporcién 1:50 (acoplador de electrones: sal de XTT) por cada 100ul de medio, a
los 30 min se recuperaron 200ul de medio de cada compartimento y se leyo la
reaccion colorimétrica a 450nm en un espectofotometro xMark (Bio-Rad, E.U.A.,
CA).

Integridad estructural. Los explantes fueron cultivados en el sistema de transwell
en el medio DMEM suplementado, cada 24 horas fueron retirados y colocados en
una camara de Ussing, (UNAM, Dra. Rosario Lépez Vancell) que permite medir la
resistencia electrénica transmembranal (RET). El explante se mont6 entre las dos
camaras de lucita, colocando un filtro de nitrocelulosa de 13mm de diametro.
Posteriormente se aplicé un pulso eléctrico de 20uAmp en la regidn coriodecidual,
la deflexion del voltaje por el paso a través del amnios se registra con voltaje final.
Los calculos para determinar la RET (R) se hicieron con base a la sustraccion del
valor de voltaje final respecto al voltaje inicial, este valor resultante se tom6 como
medida del cambio de voltaje (AV) y se multiplicé por el valor constante de la

relacion entre el area sometida a la corriente y el amperaje que fue 14.135.

R= AV(14.135) Qcm?

Los resultados de esta medicién se interpretan considerando que la resistencia de
la membrana al paso de la corriente eléctrica disminuye si la integridad se ve
comprometida o alterada, por el contrario, un tejido que mantiene su estructura

presentara una mayor resistencia al paso de corriente.

Parte de los tejidos fue fijada en paraformaldehido al 4% en PBS1X, los tejidos
fueron embebidos en parafina para realizar cortes de 5uM y posteriormente fueron
teflidos con hematoxilina & eosina para determinar que no hubiera cambios

estructurales relacionados con el tiempo y las condiciones de cultivo.
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Funcionalidad de los tejidos. Los explantes de las membranas corioamnioticas
fueron estimuladas con 1ng/ml de IL-13 a las 24 horas de cultivo en ambos
compartimentos del sistema de transwell. Cada 24 horas los medios fueron
recuperados para determinar la concentracion de MMP-9 secretada mediante la
técnica de ELISA.

Expresion de ARNm de PRL y PRL-R. La expresion de ambos mensajeros en las
membranas corioamniéticas fue evaluada por PCR en tiempo real, separando
ambas regiones. Desde las 0 hasta las 96 horas se recuperaron los tejidos y sin
lavarlos se colocaron en 500ul de Trizol para recuperar el RNA total (Invitrogen,
Carsbad USA). A partir de 1ug de RNA total se realizé la sintesis del cDNA mediante
el kit Thermo Revert Aid First Strand cDNA Synthesis Kit (ThermoFisher).

La expresion relativa del ARNm de PRL y el PRL-R se realizé mediante PCR tiempo
real a partir de 1ul de cDNA en un volumen de reaccion final de 10ul en el Light
Cycler 2.0 (Roche, Mannheim, Germany), utilizando primers especificos (200 nM) y
sondas de hibridacion (100 nM) para las secuencias de mRNA disefiadas por
TIBMOLBIOL (Table 2). GAPDH (Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa) fue
usado como gen de referencia para normalizar los valores de expresion de PRL y
PRLR. Las condiciones de la PCR tiempo real fueron: un ciclo de 95°C for 5 min; 45

ciclos que comprende: desnaturalizacion (95°C, 10 sec), alineacion (57-60°C, 10

sec) y extension (72°C, 15 sec).

Primers Sondas de hibridacion
PRL F 5-gggAAACgAATYCCTQAT-3’ FL probe 5'-CCTgCTCCTgTgCCAgAgCgTg-FL-3"
R 5-CAAACAggTCTCgAAgggT-3’ LC probe 5-LC-CCCCCTTgCCCATCTgTCCCg—PH-3"
PRL-R F 5’-gAgTCCAgQCgACCTTCATT-3’ FL probe 5 - CCATgAATgATACAACCgTgTgg-FL-3
R 5-CACTgCCCAgACAATAATCAA-3' LC probe 5°- LC-TCTCTgTggCTgTCCTTTCTgCTgT-PH-3"
GAPDH F 5-gAAggTgAAggTCggAgTC-3’ FL probe 5 -AggggTCATTgATggCAACAATATCCA-
R 5’-gAAgATggTgATgggATTTC-3’ LC probe 5°- LC-TTTACCAgAgTTAAAAgCAgCCCTggTg-p -3

Tabla 2. Primers y sondas de hibridacion utilizados para la PCR tiempo real. PRL, secuencia base:
NM_000948; PRL-R, secuencia base: NM_001204315; GAPDH, secuencia base: NM_002046; FL,
Fluoresceina; LC, R0jo640.
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4. Estandarizacion de las condiciones experimentales

Determinacién d e la d osis efectiva al 50 % (ED50) de LP S. Las membranas
corioamnidticas fueron cultivadas por 24 horas de cultivo en condiciones basales,
posteriormente fueron tratadas con concentraciones de 0. 0.1, 1, 50, 250, 500, 1000
y 5000 ng/ml de LPS por 24h, terminado el tiempo, se recuperaron los medios de
cultivo y se determing la secrecion de TNF-q, IL-1f e IL-6 por medio de ELISA. Una
n=3 con triplicados de cada concentracion de LPS se realizaron, los valores de cada
citocina se agruparon y analizaron con el programa Graph Prisma v.6. (Graph Pad,

San Diego, USA) para generar la curva de dosis efectiva al 50%.

Cinética d e marcadores pro-inflamatorios. Las membranas corioamniéticas
fueron cultivadas en condiciones basales y se recuperaron los medios de cultivo a
las 0, 2, 4, 8 y 24h, en este tiempo se adiciono el estimulo con 500ng/ml de LPS y
se recuperaron los medios a las 26, 28, 32, 48, 72 y 96 h. En los medios se midio la
secrecion de TNF-a, IL-1B e IL-6 por medio de ELISA, para obtener el perfil de
secrecion temporal de cada uno de los marcadores en comparacion con el control.

Para este apartado se utilizaron 3 membranas con triplicados de cada tiempo.

Ensayo de bioactividad de PRL. Para probar que la PRL recombinante humana
(Peprotech) utilizada en el cultivo de las membranas coriamnidticas mantuvo su
actividad biolégica, se llevd a cabo un ensayo de proliferacion celular utilizando la
linea Nb2 (linfocitos inmaduros de rata) donada por la Dra. Isabel Méndez, cuyo

crecimiento es dependiente de PRL.

Para este ensayo las células Nb2 se crecieron en medio Fischer (In Vitro S.A.
México) en ausencia de suero fetal bovino por 24 horas para detener su ciclo celular
en la fase GO, posteriormente por cada pozo se colocaron 50,000 células en 50ul
de medio en una placa de 96 pozos con fondo conico y se agregaron 100ul de medio
Fischer sin suero fetal bovino con concentraciones crecientes de PRL (0, 7.8, 15.6,
31.2, 62.5, 125, 250 y 500 pg/ml).
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Las células se incubaron por 72 horas a 37°C, 95% de aire y 5% de CO2, terminado
este periodo de incubacién, se agregaron 40ul del reactivo de XTT mezclado con el
acoplador de electrones (1:50) a cada pozo, las células se mantuvieron en cultivo
por 18 horas, tras las cuales se midio la reaccion colorimétrica a 492nm y correccion

a 595nm en el espectrofotometro xMark (Bio-Rad).

5. Evaluacion del efecto inmuno- modulador de la prolactina

El modelo experimental fue el siguiente: ambos compartimentos de las membranas
corioamnidticas montadas en el sistema de transwell, fueron cultivadas con 1ml de
medio DMEM suplementado con 2% de hidrolizado de lactoalbumina y 1% de

antibiotico-antimicético en cada compartimento con su respectivo pre-tratamiento.

El dia 1, los tejidos fueron pre-tratados por 24 horas con concentraciones de 250,
500, 1000 y 4000ng/ml de PRL recombinante humana. El dia 2, el medio fue retirado
y los tejidos se lavaron con 1ml de solucion salina en cada compartimento por
triplicado. Posteriormente, la region coriodecidual se estimulé con 500ng/ml de LPS,
al mismo tiempo que se adicionaron las diferentes concentraciones de PRL
correspondientes al pre-tratamiento. El disefio experimental incluyo los siguientes
grupos experimentales: 1) un control sin tratamiento, 2) el tratamiento con LPS, 3)
el co-tratamiento con LPS y las diferentes concentraciones de PRL, 4) el tratamiento
con las cuatro concentraciones de PRL en ausencia del estimulo con LPS, 5) el
control de anti-inflamacion tratado con LPS y 200nM de dexametasona (Figura 9).

Cada tratamiento se realizo por duplicado y se mantuvo por 24 horas.

Después de las ultimas 24 horas de estimulo, se recuperaron los medios y se
guardaron a -20°C hasta su uso para medir la expresion de los diversos analitos
mediante ensayos comerciales de ELISA. La normalizacion de los datos obtenidos

de las ELISAs se realizo utilizando el peso humedo de los tejidos.
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Pre-tratamiento con PRL

Dia 1
Control 4000 ng/ml 1000 ng/mi 500 ng/mi 250 ng/mi 4000 ng/mi 1000 ng/mi 500 ng/ml 250 ng/m!
= = =3 5 = —] = = 3} = 3 =
CHD CHD CHD
AMN AMN AMN
24 horas
‘ Co-tratamiento con PRL y LPS Tratamiento con PRL Co-tratamiento
Dia 2 l 1 con LPS y
LPS [ \ Dexametasona
Control 500 ng/ml 4000 ng/ml 1000 ng/mi 500 ng/mi 250 ng/mi 2000 ng/ml 1000 ng/mi 500 ng/m! 250 ng/m! 200 nM
iy I ] = =1 = oy [ e | =1 G = 5 = = =3
*
cHD ¢ .cﬂn > °%ap
AMN AMN ] AN

48 horas
/\ Citocinas pro-inflamatorias
Sobrenadate del medio (TNF-a, IL-1B, IL -6, IL-10)
de cultivo de los tejidos Quirmiocinas

(RANTES, MCP-1, MIP-1°, IL-8)
Metaloproteasas de matriz extracelular
(MMP-1 -2, -2, -1

EL/SA Peprotech/R&D Systems

Figura 9. Esquema que muestra los grupos experimentales que se incluyeron en el estudio, la forma
y duracion en que se realizaron los tratamientos de las membranas corioamnioticas y la evaluacion
de los diferentes marcadores asociados al trabajo de parto. CHD (coriodecidua), AMN (amnios).

6. Determinacion de marcadores por medio de ELISA.

Una vez concluidos los tratamientos, los niveles de IL-13, TNF-a, IL-6, IL-10,
RANTES, MIP-1a, MCP-1, MMP-1, MMP-2, MMP-9 y MMP-13 fueron cuantificados
por medio de ELISA.

Se utilizaron placas NUNC (Nalgene Nunc, Dinamarca) en la que se colocaron 100yl
del anticuerpo de captura en las concentraciones correspondientes segun las

indicaciones del fabricante (Tabla 3).
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Las placas se incubaron toda la noche a temperatura ambiente. El exceso de
anticuerpo se retiré con 300ul de buffer de lavado preparado con PBS-Tween 20 al
0.05% (v/v); este lavado se realiz6 3 veces. La union inespecifica de anticuerpos se
blogqued colocando 300 ul de una solucion de albumina al 1% en PBS 1X en cada
pozo, durante 2 horas a temperatura ambiente, al finalizar la incubacion las placas

se lavaron 3 veces con buffer de lavado.

Se colocaron 100 ul de cada punto de la curva correspondiente o de muestra y las
placas se incubaron por 2 horas a temperatura ambiente. Terminado el tiempo de
incubacion, se lavaron las placas 3 veces con buffer de lavado. Para detectar la
presencia del analito en la muestra, se agregaron 100 pul del anticuerpo de deteccién
a cada pozo. Las placas se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente, tras
lo cual se retiré el anticuerpo no adherido con 3 lavados utilizando el buffer de

lavado.

Después de los lavados, se agregaron 100 ul del conjugado estreptavidina-
HRP/avidina-HRP a cada pozo, incubando por 20 min (kits R&D Systems) y 30 min
(kits Peprotech) 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 TMB (R&D

Systems) monitoreando la reaccion durante 20 min.

La reaccion de las placas de los kits de R&D Systems se detuvo agregando 50 pl
de una solucién 2N de H2SOa4. Finalmente, las placas se leyeron a una densidad
Optica de 405nm con una correccion de 650nm utilizando un ajuste de curva

logistica de 4 parametros (4PL) en el espectrofotometro xMark (Bio-Rad).
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Anticuerpo Anticuerpo Curva estandar Dilucion de Marca ‘

de captura de deteccion la muestra
IL-18 4.0 pg/ml 200ng/mi 0-250 pg/mL - R&D Systems
TNF- o 1.0 pg/mi 0.5 ug/ml 0-2000 pg/ml - Peprotech
11-6 1.0 pg/ml 0.5 pg/ml 0-1500 pg/ml 1:2 Peprotech
RANTES  0.50 ug/ml 0.25 ug/ml 0-2000 pg/ml 1:4 Peprotech
MIP-1a 0.50 pg/ml 0.50 pg/ml 0-4000 pg/ml 1:4 Peprotech
MCP-1 0.25 pg/ml 0.50 pg/ml 0-1000 pg/ml 1:8 Peprotech
IL-8 0.50 pg/ml 0.50 pg/mi 0-1000 pg/ml 1:8 Peprotech
MMP-1 2.0 ug/ml 50.0 pg/ml 0-10,000 pg/ml - R&D Systems
MMP-2 2.0 pg/mi 10.0 pg/ml 0-2000 pg/ml R&D Systems
MMP-9 1.0 pg/ml 100 ng/ml 0-2000 pg/mi 1:2 R&D Systems
MMP-13 4.0 pg/ml 100 ng/ml 0-4000 pg/ml R&D Systems

Tabla 3. Caracteristicas especificas para el inmunoensayo de cada analito.

7. Ensayo de Actividad de MMP-9.

La MMP-9, al igual que otros miembros de esta familia de genes, se secreta como
la forma precursora o zimogeno (92 kDa, pro MMP-9). Adicionalmente a la lectura
de la MMP-9 secretada por los tejidos, la actividad de esta enzima en los tejidos se
midio con un kit de ensayo de actividad (Biotrak; Amersham Biosciences), ya que la
forma incativa, puede convertirse in vitro en una forma activa mediante el acetato

de p-aminofenilmercurico (APMA).

Siguiendo las indicaciones del fabricante, sobre la placa de 96 pozos que esta
recubierta con un anticuerpo de captura monoclonal de ratén anti-MMP-9, se
colocaron 100 ul de cada estandar pro-MMP (0.125—-4 ng/mL), extracto de tejido y
buffer de ensayo (blanco), esta placa se incub6 a 4 ° C durante la noche. Las placas
se lavaron cuatro veces con buffer de fosfato de sodio 0,01 M (pH 7,0) que contenia
Tween-20 al 0,05%.
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Para inducir la actividad de la MMP-9 se colocaron 50 ul de solucion APMA a los
pocillos donde la actividad total de MMP-9 se midié y 50 ul de buffer de ensayo
donde se midié la actividad endégena de MMP-9 en las muestras. La placa se agito
por 20 segundos y posteriormente se incubd la placa a 37°C por 1.5 h.
Posteriormente, se afiadio reactivo de deteccion (50 ul) a cada pocillo y las
muestras se incubaron a 37°C durante 1h.La actividad de la MMP-9 es
directamente proporcional a la generacion de color a través de la escision del S-
2444, puede representarse por la tasa de cambio de la absorbancia a 405 nm. La
actividad de MMP-9 en una muestra se determino por interpolacion a partir de una

curva estandar.

8. Analisis estadistico.

La distribucion de los datos fue analizada con la prueba de Kolmogorov-Smirnoff,
Una ANOVA no paramétrica y una prueba de Kruskall Wallis fue utilizada para la
comparacion de los tratamientos utilizando el programa estadistico de SigmaPlot
v.11 (Systat Software, San José, CA), se considerd significativa una p<0.05.

Para el analisis del co-tratamiento con PRL y LPS, los datos que presentaron una
distribucion normal, se compararon con una prueba de t; los datos cuya distribucién
no fue normal, se compararon mediante la prueba de U de Man-Whitney. En todos
los casos el valor de p<0.05 fue considerado estadisticamente significativo
utilizando el programa SPSS (IBM Corp. Armonk, USA).
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VI. Resultados

1. Validacién del modelo y estandarizaciéon de las condiciones
experimentales.

1.1 Viabilidad metabdlica.

Con la finalidad de demostrar que las membranas corioamniéticas se mantienen
metabdlicamente viables por 96 horas en el sistema de cultivo en transwell, se
analizé la capacidad metabdlica de una deshidrogenasa mitocondrial de los tejidos.
Los resultados de esta prueba demostraron que la actividad metabdlica de la
coriodecidua fue mayor que la del amnios, debido a que es la region con mayor
densidad celular de ambos tejidos. Sin embargo, en ninguno de los dos
compartimientos que componen a las membranas corioamniéticas se observo
disminucion significativa en la actividad metabdlica a lo largo del tiempo de cultivo
(Figura 10). Estos resultados indican de manera indirecta, que las membranas
corioamnidticas se mantienen viables a lo largo de las 96 horas, asegurando que el

periodo de tratamiento puede ser aplicado en este intervalo de tiempo.
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Figura 10. Viabilidad en términos de la actividad metabdlica de las membranas corioamniéticas
durante el tiempo de cultivo (0-96h). n=3, ensayos por triplicado. Promedio + error estandar.
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1.2 Resistencia Electréonica Transmembranal (RET).

El objetivo de esta prueba fue validar y garantizar la integridad estructural de las
membranas corioamniéticas mantenidas en cultivo hasta las 96 horas, en funcion a
la resistencia que oponen los tejidos al paso de una corriente eléctrica. La RET se
midié en una cadmara de Ussing cada 24 horas a lo largo de un periodo de 0-96
horas, sin observarse cambios significativos asociados a las condiciones de cultivo

(Figura 11).

Este resultado demuestra que las caracteristicas morfologicas y estructurales no
cambian durante el cultivo, por lo que mantienen in vitro su funcion de barrera,

separando eficientemente los dos compartimentos.
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Figura 11. RET de las membranas corioamnio6ticas a lo largo del tiempo de cultivo. n=3 ensayos por
triplicado. Promedio + error estandar.
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El mantenimiento de la estructura de los tejidos se comprob6 también mediante
cortes histologicos, en los cuales se observa como ambos tejidos se mantienen
unidos, la coriodecidua no muestra degradacion de la MEC, el epitelio amnidtico se
observa continuo y sin ruptura, tampoco hay evidencia de alteraciones morfologicas
en las diferentes capas de MEC (Figura 12), la estructura corresponde a la

morfologia esperada en membranas corioamnioticas integras.

Figura 12. Cortes histoldgicos de las membranas corioamnidticas humanas tefiidos con
hematoxilina-eosina, correspondientes a diferentes tiempos de cultivo a) 0, b) 24, ¢) 48, d) 72y e)
96 horas.

1.3 Determinacion de la funcionalidad de las membranas corioamniéticas.

Con la intencién de asegurarnos que las membranas corioamniéticas se mantienen
funcionales en el cultivo, los explantes montados en el sistema de transwell fueron
tratados con IL-1B (1ng/ml), que ya se ha demostrado es capaz de inducir la
secrecion de MMP-9 en las membranas corioamniéticas (Vadillo-Ortega y cols.,
2002).

Comparado con el control, la IL-1p incrementd 3 veces la secrecion de MMP-9 en
la coriodecidua y 2 veces en el amnios después de 24 horas post-estimulacion; sin
embargo, fue hasta las 48 horas post estimulacion que IL-1 increment6 de manera
significativa la secreciéon de MMP-9 tanto en la coriodecidua (4 veces), como en el

amnios (3.5 veces) (Figura 13).
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Este ensayo nos permite deducir que las membranas corioamnioticas montadas en
este sistema ademas de estar vivas e integras, mantienen su capacidad de

respuesta a estimulos inmunolo6gicos.
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Figura 13. Funcionalidad de los tejidos determinada por la secrecion al medio de MMP-9 inducida
por IL-18 (1ng/ml) en las membranas corioamniéticas: coriodecidua (CHD) y amnios (AMN). n=3,
ensayos por triplicado. Promedio + error estandar. En linea discontinua se muestra el momento en
gue se aplico el tratamiento (Tx) con IL-1 8. *p<0.05 vs control.

1.4 Expresion del ARNm de PRL y PRL-R en membranas corioamniéticas.

La expresiéon del gen de la PRL y su receptor se cuantificé mediante PCR tiempo
real en la coriodecidua y el amnios por separado cada 24 horas durante el periodo
de 0-96 horas de cultivo. Unicamente en la coriodecidua amplifico el ARNm de PRL
y no en el amnios, lo cual es congruente con trabajos previos que reportan que la
decidua es la Unica fuente de PRL presente en el liquido amnio6tico (Wu y cols.,
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1995). La expresion de PRL en la coriodecidua se mantuvo sin cambios a lo largo

del cultivo (Figura 14).
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Figura 14. Expresién del ARNm de la PRL en las membranas corioamniéticas: coriodecidua (CHD)
y amnios (AMN) durante el tiempo de cultivo (0-96h). n=3, ensayos por triplicado. Promedio + error
estandar.

Por otro lado, el ARNm del PRL-R fue amplificado en ambas regiones de las
membranas corioamniéticas sin cambios significativos a lo largo del cultivo, estos
resultados son congruentes con estudios anteriores que describen la expresion del
receptor de PRL a nivel de proteina y ARNm en estos tejidos (Maaskant y cols.,
1995). La presencia del PRL-R en estos tejidos sugiere que la PRL es capaz de
ejercer acciones biologicas autocrinas y paracrinas sobre los tejidos durante el

cultivo (Figura 15).
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Figura 15. Expresion del ARNm de la PRL-R en las membranas corioamniéticas: coriodecidua
(CHD) y amnios (AMN) durante el tiempo de cultivo (0-96h). n=3, ensayos por triplicado. Promedio
+ error estandar.

1.5 Determinacion de la ED50 de LPS.

Con el objetivo de elegir la concentracion de LPS a utilizar para inducir un proceso
inflamatorio en las membranas corioamniéticas, se determiné la dosis efectiva al
50% (ED50) para IL-6, IL-1p3 y TNF-a estimulando los tejidos con concentraciones
de 0. 0.1, 1, 50, 250, 500, 1000 y 5000 ng/ml de LPS por un periodo de 24 horas.

Los resultados de la curva de dosis respuesta demostraron que la dosis efectiva
para inducir la secrecion de cada marcador es diferente. La citocina inducida con
bajas concentraciones de LPS fue IL-6, cuya ED50 (28.72ng/ml) fue 4 veces menor
que la necesaria para inducir IL-1p (ED50 =133.4ng/ml de LPS) y 19 veces menor
que la necesaria para inducir TNF-o (ED50= 571.3ng/ml de LPS) (Figura 16).
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Considerando que en modelos animales, se ha demostrado que la administracion
intrauterina/intraperitoneal de TNF-o. 0 IL-1B puede inducir el trabajo de parto
prematuramente (Vadillo-Ortega y cols., 2002; Gravett y cols., 1994), decidimos
utilizar 500ng/ml de LPS en los experimentos posteriores, que fue el valor de ED50
de LPS para estimular la secrecion de TNF-a; debido que el valor de esta dosis fue
el mas alto nos aseguramos de medir la secrecion de los tres principales
moduladores de factores uterotonicos y pro-degradativos que caracterizan el evento

fisiolégico del trabajo de parto.
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Figura 16. Curvas dosis respuesta (ED50) de membranas corioamniéticas tratadas con LPS para
inducir los marcadores de inflamacién: a) IL-6, b) IL-18 y ¢) TNF-¢, n=5, ensayos por triplicado.
Promedio + desviacién estandar *p<0.05 vs control.
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1.6 Cinética de marcadores pro-inflamatorios.

Una vez determinada la dosis efectiva de 500ng/ml de LPS, se analiz6 la secrecion
de los principales marcadores pro-inflamatorios en respuesta a este estimulo a lo

largo del periodo de cultivo de las 0 hasta las 96 horas.

La secrecion de TNF-a incremento 4 horas después de aplicar el estimulo con LPS,
alcanzando su maxima concentracion a las 24 horas post-estimulacion, siendo 6
veces mayor en comparacion con su respectivo tiempo en las condiciones control
(Figura 17 a).

Por otro lado, IL-1p mostré un patron de secrecion mas tardia, incrementando a las
8 horas post-estimulacion, alcanzando su valor maximo a las 72 horas post-
estimulaciéon siendo 10 veces mayor en comparaciéon con el control y

estadisticamente significativo (Figura 17 b).

A diferencia de IL-1B y TNF-a, la secrecion de IL-6 incrementé a lo largo del cultivo
en las condiciones control, mostrando un valor maximo a las 48 horas; en
comparacion, el estimulo con LPS incrementé moderadamente 1.2 veces la

secrecion de IL-6 en este mismo tiempo (Figura 17 c).

Con base en estos resultados determinamos que los mejores indicadores de la
respuesta inflamatoria en estos tejidos son TNF-a e IL-1p y el periodo de tiempo en
el cual podemos observar una respuesta significativa de estos moduladores es

alrededor de las 24h después de la estimulacion.
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Figura 17. Cinética de tiempo de secrecion de los marcadores de inflamacion en las membranas
corioamnidticas en respuesta a 500 ng/ml de LPS. En linea discontinua se muestra el momento en
que se aplico el tratamiento (Tx) de LPS. A) TNF-¢, B) IL-18y C) IL-6. n=4, ensayos por triplicado
+ error estandar. * p<0.05 vs control.

1.7 Ensayo de Bioactividad de la PRL.

Con el objetivo de asegurarnos que la PRL recombinante (Perpotech) utilizada para
el tratamiento de las membranas podia ejercer funciones biolégicas, se empleé la
linea celular Nb2 (linfocitos T inmaduros de rata) cuya proliferacion es dependiente
de PRL. La proliferacion se midié con la prueba colorimétrica Cell Prolferation XTT.
Los resultados mostraron un incremento en la actividad metabdlica celular de

manera dependiente de la dosis de PRL (Figura 18).
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Figura 18. Proliferacion de la linea celular Nb2 en respuesta a PRL. n=3, ensayos por triplicado.
Promedio + desviaciéon estandar. *p<0.05, **p<0.01.

2. Efecto inmuno-modulador de la PRL sobre las membranas
corioamnioticas.

Utilizando la modalidad de cultivo de las membranas montadas en el sistema de
transwell, analizamos el efecto del co-tratamiento con PRL y LPS descrito en la
metodologia. Los resultados del presente estudio mostraron que cada una de las
regiones de las membranas corioamnioticas responde de manera diferente a los

tratamientos aplicados como se describiran a continuacion.

2.1 Efecto de PRL sobre Citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias

Secrecion de TNF-a. El estimulo con LPS en la region coriodecidual fue capaz de
inducir el incremento de esta citocina pro-inflamatoria de manera significativa en
ambas regiones de las membranas, incrementando la concentracion de TNF-a. en
la coriodecidua 18 veces mas comparado con la secrecion basal de esta citocina y
de 15 veces mas en el amnios comparado con su control. Por otro lado, el co-
tratamiento con LPS y la concentracion mas alta de PRL (4000ng/ml) disminuy6 de

manera significativa la secreciéon de TNF-a en la region coriodecidual hasta un 67%
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en la coriodecidua y un 54% en el amnios. El tratamiento con PRL en ausencia del
estimulo con LPS no mostré cambios en el nivel de TNF-o. en comparacion con el
control. El co-tratamiento con dexametosona disminuyo la secrecién de TNF-a en
ambos compartimentos de manera significativa (Figura 19 A). Adicionalmente, el co-
tratamiento con metotrexato — un inhibidor de la via JAK/STAT- revirti6 de manera

significativa el efecto supresor de la prolactina sobre esta citocina (Figura 19 B).
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Figura 19. A) Secrecién de TNF-a en cada una de las regiones de las membranas corioamniéticas:
coriodecidua (CHD) y amnios (AMN) en respuesta al co-tratamiento con LPS y diferentes
concentraciones de PRL. Dexametasona (Dex). n=9 ensayos por triplicado. Mediana con rango
intercuantil.*p<0.05 vs. control, § p<0.05 vs. LPS. B) Secrecion de TNF-a de tres experimentos
independientes utilizando el metotrexato como inhibidor del efecto de la PRL.*p<0.05 vs. control, &
p<0.05 vs. LPS, ¢ .*p<0.05 vs. LPS + PRL.

Secrecion de IL-18. En comparacion con el nivel basal, el estimulo con la
endotoxina indujo significativamente 6 veces mas la secrecién en la regiéon
coriodecidual y 5.6 veces mas el amnios. En respuesta al co-tratamiento con PRL
y LPS, todas las concentraciones de PRL fueron capaces de disminuir de manera
significativa la secrecion de esta citocina en la coriodecidua (55%) y en el amnios

(46%). EIl tratamiento con PRL en ausencia del estimulo con LPS no mostré
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diferencia respecto al control en ninguno de los dos compartimentos (Figura 20 A).
El co-tratamiento con metotrexato no fue capaz de revertir el efecto de la PRL sobre

IL-1B de manera significativa (Figura 20 B).
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Figura 20. A) Secrecién de IL-18 en cada una de las regiones de las membranas corioamniéticas:
coriodecidua (CHD) y amnios (AMN) en respuesta al tratamiento con LPS (500ng/ml) y/o el
tratamiento con diferentes concentraciones de PRL. Dexametasona (Dex). n=9 ensayos por
triplicado. Mediana con rango intercuantil *p<0.05 vs. control, § p<0.05 vs. LPS. B) Secrecion de IL-
1/ de tres experimentos independientes utilizando el metotrexato como inhibidor de la PRL. *p<0.05
vs. Control.

Secrecion de IL-6. En comparacion con el control, ningun tratamiento mostro
cambios en la secrecion de IL-6 de manera significativa, con excepcion del co-
tratamiento de LPS y dexametasona, estd ultima inhibid la secrecién de IL-6 en la
coriodecidua de manera significativa (Figura 21 A). El co-tratamiento con
metotrexato no modificO la secrecion de IL-6 en comparacion de los demas

tratamientos, incluido el control (Figura 21 B).
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Figura 21. A) Secrecion de IL-6 en cada una de las regiones de las membranas corioamniéticas:
coriodecidua (CHD) y amnios (AMN) en respuesta al tratamiento con LPS (500ng/ml) y/o el
tratamiento con diferentes concentraciones de PRL. Dexametasona (Dex). n=9 ensayos por
triplicado. Mediana con rango intercuantil B) Secrecion de IL-6 de tres experimentos independientes
utilizando el metotrexato como inhibidor de la PRL. § p<0.05 vs. LPS.

Secrecion de IL-10. Comparado con el nivel basal de esta citocina en cada
compartimiento, el tratamiento con LPS aumento significativamente 2 veces mas la
secrecion de IL-10 en la regién coriodecidual y 1.5 veces mas en el amnios. Por otro
lado, el co-tratamiento con LPS y PRL mostr6 una tendencia a incrementar de
manera dependiente a la concentracion de PRL la secrecion de IL-10 en ambas
regiones de las membranas corioamnidticas, siendo todos los co-tratamientos
significativamente mayores en comparacion con el control. El tratamiento con PRL
en ausencia del LPS, mantuvo el nivel basal de IL-10 tanto en compartimiento
coriodecidual como en el amnios. El co-tratamiento con dexametasona inhibio la
secrecion de IL-10 inducida por el LPS (Figura 22 A). El co-tratamiento con
metrotexate no revirtio el efecto de la PRL para esta citocina, de manera que no se

observaron cambios significativos (Figura 22 B).
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Figura 22. A) Secrecion de IL-10 en cada una de las regiones de las membranas corioamnioéticas:
coriodecidua (CHD) y amnios (AMN) en respuesta al tratamiento con LPS (500ng/ml) y/o el
tratamiento con diferentes concentraciones de PRL. Dexametasona (Dex). n=9 ensayos por
triplicado. Mediana con rango intercuantil *p<0.05 vs. control, § p<0.05 vs. LPS. B) Secrecion de IL-
10 de tres experimentos independientes utilizando el metotrexato como inhibidor de la PRL. *p<0.05
vs. control.

2.2 Efecto de PRL sobre Quimiocinas

Secrecion de RANTES. En comparacion con la region amnidtica, los valores
basales de RANTES fueron 2 veces mayores en la coriodecidua. Después de la
estimulacién con la endotoxina en la region coriodecidual, la secrecion de RANTES
fue significativamente mayor (4 veces) respecto al control. El co-tratamiento de LPS
con 4000, 1000, 500 y 250 ng/ml de PRL disminuy0 significativamente la secrecién
de RANTES en el compartimiento de la coriodecidua. En la regién amniotica, el
estimulo con LPS incrementd significativamente 2 veces la secrecion de RANTES,
con respecto al control. En la region amnidtica el co-tratamiento de LPS y PRL no

modifico la secrecién de RANTES. Por otro lado, el tratamiento con las diferentes
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concentraciones de PRL en ausencia de LPS no mostraron diferencias en ninguna

de las dos regiones comparadas con su control respectivo (Figura 23).
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Figura 23. Secrecién in vitro de RANTES en la coriodecidua (CHD) y el amnios (AMN) después del
co-tratamiento con LPS (E. coli) y PRL recombinante humana. Dexametasona (Dex). Las graficas
muestran la media con el rango intercuantil. n=9 ensayos por triplicado. Las diferencias significativas
estdn marcadas con *p<0.05 vs. control, § p<0.05 vs. LPS.

Secrecion de MCP-1. De las dos regiones de las membranas corioamniéticas, en
el compartimiento del amnios se observé un nivel basal de MCP-1 de 3.5 veces
mayor respecto al de la coriodecidua. En respuesta al tratamiento con LPS la
secrecion de MCP-1 incrementd 1.3 veces en el amnios respecto al control. El co-
tratamiento con LPS y las concentraciones de 4000 y 1000ng/ml de PRL disminuy6
70% la secrecion de MCP-1 en el compartimiento del amnios. El tratamiento con las
concentraciones de PRL mas altas en ausencia de LPS mantuvo el nivel de esta

quimiocina por debajo del nivel basal (Figura 24).
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Figura 24. Efecto de la PRL sobre la secrecién de MCP-1 en el compartimento coriodecidual (CHD)
y el compartimento amniético (AMN), en respuesta al tratamiento con LPS (E. coli). Dexametasona
(Dex). Mediana con rango interquantil. n=9 ensayos por triplicado. Las diferencias significativas se
marcan con *p<0.05 vs. control, 6 p<0.05 vs. LPS.

Secrecion de MIP-1a. La secrecion de esta quimiocina fue similar en ambos
compartimentos de las membranas corioamniéticas. En la coriodecidua la secrecion
de MIP-1a fue 4 veces mayor en respuesta al tratamiento con LPS comparado con
el nivel control. En el compartimiento amniotico el tratamiento con LPS incremento
7 veces el nivel de MIP-1a comparado con el control. Los co-tratamientos de LPS
con PRL a 1000 y 4000ng disminuyeron el 20% y 45% de la secrecion de MIP-1a
inducida por el LPS en el corion y en el amnios respectivamente. El tratamiento con
PRL en ausencia de LPS no mostré ningin cambio significativo respecto a los
niveles basales de cada regidon de las membranas corioamniéticas (Figura 25).
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Figura 25. PRL inhibe la secrecién de MIP-1« en la coriodecidua (CHD) y el amnios (AMN), después
del tratamiento con LPS (E. coli). Dexametasona (Dex). n=9 ensayos por triplicado. Las graficas
muestran la media con el rango intercuantil. n=9 ensayos por triplicado. Las diferencias estadisticas

se marcan con *p<0.05 vs. control, § p<0.05 vs. LPS

Secrecion de IL-8. La secrecién de IL-8 no mostré6 cambios significativos en
respuesta al LPS. De forma similar, el co-tratamiento con PRL no ejercio efectos

sobre la secrecion de esta citocina en la coriodecidua o el amnios. (Figura 26).
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Figura 26. IL-8 secreteda por la coriodecidua (CHD) y el amnios (AMN) en respuesta al co-
tratamiento con LPS (E. coli) and human recombinant PRL. Dexametasona (Dex). Mediana con
rango intercuantil. n=9 ensayos por triplicado.

2.3 Efecto de PRL sobre factores colagenoliticos.

Secrecion de MMP-2. En ambas regiones de las membranas, la secrecion basal
de MMP-2 en el medio de cultivo fue similar. El estimulo con LPS no increment6 de
manera significativa la secrecion de esta endopeptidasa. El co-tratamiento de LPS
con 4000 ng/ml de PRL disminuyé la secrecion de MMP-2 en un 37% y un 62% en
la coriodecidua y el amnios respectivamente. El tratamiento con las diferentes
concentraciones de PRL en ausencia de LPS no modificé la secrecion de MMP-2.
El co-tratamiento con dexametasona mostro la tendencia a disminuir la secrecion

de MMP-2 inducida por el LPS en ambas regiones (Figura 27).
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Figura 27. Secrecion de MMP-2 en cada una de las regiones de las membranas corioamnioticas:
coriodecidua (CHD) y amnios (AMN) después del co-tratamiento con LPS (500ng/ml) y/o el
tratamiento con diferentes concentraciones de PRL. Dexametasona (Dex). n=9 ensayos por
triplicado. Mediana con rango intercuantil. § p<0.05 vs. LPS.

Secrecion de MMP-9. El estimulo coriodecidual con LPS incrementd
significativamente 3 veces la secrecion de MMP-9 en el corion y 2.5 veces en el
amnios en comparacion con la secrecion basal en cada compartimento. La
presencia de PRL de 4000 ng/mly 250 ng/ml en el medio durante el co-tratamiento
con LPS, disminuyd significativamente la secrecion de MMP-9 en un 69% y un 75%
en la coriodecidua respectivamente; en el epitelio amniotico 54% y 74% en el
amnios. El tratamiento con dexametasona disminuyd de manera significativa la
secrecion de MMP-9 en un 70% en ambas regiones comparadas con el tratamiento

con LPS (Figura 28).
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Figura 28. Efecto de la PRL sobre la secrecién de MMP-9 en cada una de las regiones de las
membranas corioamniéticas: coriodecidua (CHD) y amnios (AMN) en respuesta al tratamiento con
LPS (E. coli). Dexametasona (Dex). n=6 ensayos por triplicado. Mediana con rango intercuantil.
*p<0.05 vs. control, § p<0.05 vs. LPS.

Determinacion de MMP-9 activa en tejidos. Considerando que el sustrato de la
MMP-9 se encuentra en la MEC de las membranas corioamnidticas, medimos los
niveles de MMP-9 activa en los extractos de tejido utilizando un ensayo comercial
de actividad tipo ELISA, los resultados mostraron que la concentracion de MMP-9
fue mayor en la coriodecidua que en el amnios tanto a nivel basal como en respuesta
a los tratamientos. El tratamiento con LPS incrementé significativamente 1.5 veces
el valor de MMP-9 activa en la coriodecidua y el amnios respecto a sus basales. El
co-tratamiento con 250 ng/ml de PRL disminuyéo de forma significativa la
concentracion de la forma activa en la coriodecidua. El co-tratamiento con
dexametasona también fue capaz de inhibir significativamente la forma activa de
MMP-9 en comparacion con el tratamiento de LPS (Figura 29).
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Figura 29. MMP-9 activa en extractos de tejido de cada una de las regiones de las membranas
corioamnidticas: coriodecidua (CHD) y amnios (AMN) en respuesta al tratamiento con LPS
(500ng/ml) y/o el tratamiento con diferentes concentraciones de PRL. Dexametasona (Dex). n=4

ensayos por duplicado. Promedio + error estandar.5 p<0.05 vs. LPS

Secrecion de MMP-1. La concentracion de esta enzima secretada fue similar en
ambas regiones de las membranas corioamnidticas. El estimulo con LPS resulto en
un incremento de 2.3 veces mayor secrecion de MMP-1 en el amnios en
comparacion con la secrecion basal. El co-tratamiento de LPS con tres de las
concentraciones de PRL (4000, 1000 y 250 ng/ml) fueron capaces disminuir la
secrecion de MMP-1 en el amnios en 51%, 55% y 48% respectivamente y en

comparacion con la secrecion inducida por el LPS (Figura 30).
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Figura 30. PRL inhibe la secrecion de MMP-1 en el amnios (AMN) pero no en la coriodecidua (CHD)
en respuesta al tratamiento con LPS (500ng/ml) y/o el tratamiento con diferentes concentraciones
de PRL. Dexametasona (Dex). n=9 ensayos por triplicado. Mediana con rango intercuantil. *p<0.05
vs. control, § p<0.05 vs. LPS.

Secrecion de MMP-13. La secrecion de MMP-13 fue muy similar en ambos
compartimientos, coriodecidua y amnios. El tratamiento con LPS mostré tendencia
a incrementar la secrecion de esta proteasa principalmente en el amnios. El co-
tratamiento con LPS y las diferentes concentraciones de PRL no mostré tener un
efecto sobre la secrecion de MMP-13 en las membranas corioamnioéticas. (Figura
31).
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Figura 31. Determinacién de la MMP-13 secretada al medio por cada una de las regiones de las
membranas corioamniéticas: coriodecidua (CHD) y amnios (AMN) en respuesta al tratamiento con
LPS (500ng/ml) y/o el tratamiento con diferentes concentraciones de PRL. Dex= Dexametasona. n=9
ensayos por triplicado. Mediana con rango intercuantil.
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Secrecion de TIMP-1y TIMP-2. La secrecion de TIMP-1 fue muy similar en ambas
regiones de las membranas corioamnidticas y ho mostr6 cambios en respuesta a
los diferentes tratamientos. Por otro lado, TIMP-2 mostré valores moderadamente
mayores en el amnios en comparacion a la coriodecidua, sin embargo, tampoco se

observo efecto de los tratamientos sobre la secrecion de TIMP-2 (Tabla 4).

Secrecion de TIMP-1 Coriodecidua Amnios

(pg/g de tejido)

Control 7050 3070 7613 3155
LPS 500ng/ml 8038 2973 8120 3379
LPS + PRL 4000ng/mi 6079 2085 6141 1999
LPS + PRL 1000ng/mi 6109 2017 5876 1984
LPS + PRL 500ng/ml 6523 2556 6903 2647
LPS + PRL 250ng/ml 7335 2130 7084 2047
PRL 4000ng/ml 5553 2454 5854 2340
PRL 1000ng/ml 5664 1717 5600 1559
PRL 500ng/ml 5465 1151 5887 1505
PRL 250ng/ml 6195 463.8 6197 746.2
LPS + Dex 200nM 8074 2108 8802 1842
Coriodecidua Amnios
M DE M DE

Control 1135 149 200.5 94.62
LPS 500ng/ml 126.2 221.6 319 59.14
LPS + PRL 4000ng/mi 96.36 113.3 163.6 117.6
LPS + PRL 1000ng/mi 165.9 71.92 253 68.31
LPS + PRL 500ng/ml 90.98 236.9 310.1 50.62
LPS + PRL 250ng/ml 146.9 159.4 279.2 127.3
PRL 4000ng/mi 73.9 43.08 109 20.7

PRL 1000ng/ml 79.19 52.31 227.7 121.2
PRL 500ng/ml 87.55 30.1 221.3 127

PRL 250ng/ml 80.8 21.58 143.8 126.1
LPS + Dex 200nM 265.1 51.87 348.7 40.17

Tabla 4. Secrecién in vitro de TIMP-1 y TIMP-2, cuantificada por ELISA en el medio de cultivo del
compartimento coriodecidual y del compartimento amniético. Media (M) y desviacion estandar (DE)
en los diferentes grupos experimentales.
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VII. Discusion

El principal hallazgo de este estudio, fue el efecto modulador y selectivo de la PRL

sobre los marcadores de inflamacion, quimiotaxis y degradacion de la matriz

extracelular que fueron inducidos por el LPS, y que son secretados por las

membranas corioamniéticas humanas durante el trabajo de parto (Tabla 5).

TNF-«
IL-18
IL-6
IL-10

RANTES
MCP-1
MIP-1«
IL-8

MMP-2
MMP-9
MMP-1
MMP-13
TIMP-1
TIMP-2

Tratamientos de las membranas corioamniéticas

Control LPS LPS + PRL
Citocinas pro y anti-inflamatorias
- +++ ++
+ +++ ++
+ + +
+ +++ +++

Quimiocinas

+ +++ +
++ +++ ++
+ +4++ ++

Metaloproteasas de matriz extracelular y sus inhibidores

+ + +
+ +4++ ++
+ ++ +
+ + +
+ + +
+ + +

PRL

Tabla 5. Efecto de los tratamientos sobre la secrecién de marcadores de inflamacion por las
membranas corioamnidticas. (+) secrecion leve, (++) secrecion moderada, (+++) secrecion intensa.

La regulaciébn inmuno-endocrina en la interfase materno-fetal es clave para el

establecimiento exitoso del embarazo, el mantenimiento del mismo hasta el

momento en que el producto alcanza su Optimo desarrollo y para la accion en

sincronia de los diferentes factores que determinan el trabajo de parto.
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Si bien el trabajo de parto es un proceso que depende de multiples factores,
actualmente se reconoce que la caracteristica principal de este evento es el
encendido de un proceso inflamatorio mediado por la secrecién de citocinas pro-
inflamatorias y quimiocinas que son potencialmente inductoras de las MMPs y PGs,
factores que provocan cambios estructurales en las membranas corioamnidticas, el

cérvix y el miometrio (Norman y cols., 2007).

La alta produccion de PRL por la decidua materna durante el embarazo que
contribuye a altos niveles de PRL presentes en el liquido amnidtico, sugieren que
esta hormona es participa en mantener o participa en la regulacién del ambiente de
privilegio inmunoldgico en la cavidad amni6tica. De acuerdo con este supuesto,
evidencias clinicas han demostrado que la disminucion de PRL en el liquido
amnioético se asocia con el inicio y la progresion del trabajo de parto (Kletzky y cols.,
1985; Rigg y cols., 1977).

A pesar de que es ampliamente reconocido que el embarazo es una condicion de
hiperprolactinemia fisiolégica, tanto a nivel sistémico como a nivel local en la
interfase materno-fetal, los efectos inmuno-moduladores de esta hormona sobre los

tejidos extraembrionarios particularmente no habian sido descritos hasta ahora.

Con el objetivo de determinar el efecto de la PRL en la respuesta pro-inflamatoria
de las membranas corioamnidticas humanas, en el presente trabajo empleamos un
modelo experimental de estimulacion de la coriodecidua con LPS de Escherichia
Coli, utilizando el sistema de cultivo de dos compartimentos independientes. Este
modelo tiene como principal ventaja reproducir in vitro la funcion de estos tejidos
durante el embarazo, separando el compartimiento materno del fetal, lo que nos
permite estimular selectivamente y caracterizar de forma independiente la respuesta

del compartimento fetal o materno (Zaga y cols., 2004).

Los resultados de la validaciéon del modelo, demostraron que el cultivo de las

membranas corioamnidticas en este sistema se mantiene con actividad metabdlica,
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con integridad estructural y con capacidad funcional de responder a un estimulo
como IL-1B- induciendo la secrecion de MMP-9, como se ha reportado en modelos
animales (Vadillo-Ortega y cosl., 2002), en conjunto estos resultados indican que

este modelo mantiene la complejidad bioldgica y funcional de los tejidos in vitro.

Adicionalmente, también demostramos que las membranas corioamnioticas
responden de manera diferencial al estimulo con LPS, ya que la secrecion de las
citocinas pro-inflamatorias es mayor en la region coriodecidual donde se aplica el
estimulo, lo cual era esperado y es congruente con reportes previos donde se utilizd
el mismo sistema infectando a las membranas corioamnidticas con patdgenos
asociados a la infeccion intrauterina como S. agalactiae (Zaga y cols., 2004), E. coli

(Zaga y cols., 2007) y G. vaginallis (Zaga-Clavellina y cols., 2011).

Otro aspecto importante fue la determinacion de la ED50 de LPS para tres de los
marcadores biolégicos mas importantes durante el trabajo de parto normal o
patologico, que son TNF-a, IL-1B e IL-6. Diversos trabajos han demostrado la
efectividad del LPS para inducir respuestas pro-inflamatorias, tanto en modelos
animales de parto pre-término como en tejidos y células humanas; sin embargo,
existe un amplio rango de la dosis utilizada sin considerar ningun criterio biologico
que va desde 1ug hasta 1500ug/kg del peso del animal (Okawa T y cols., 2001; Xu
D y cols., 2006; Harnett y cols., 2007) o desde 1pg/ml hasta 1000ng/ml o 1ug/mi
(Fortunato y cols., 2001; Flores-Espinosa y cols., 2014).

Los reportes sobre la concentracion de LPS en el liquido amnidtico son pocos, en
estos estudios los valores también presentan un amplio rango que va desde los 8.5
pg/ml hasta 47.51 ng/ml (Suda H y cols., 1996; Romero y cols., 1988), esta amplia
variabilidad dificulta la eleccion de una concentracion de endotoxina a utilizar de
manera in vitro o experimental, que reproduzca la respuesta inflamatoria basandose
en las condiciones in vivo ya que en estas condiciones se presenta un proceso
infeccioso que no es objetivo de este trabajo simular. Considerando esto, los

resultados de la ED50 de LPS en nuestro modelo demostraron que cada una de las
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citocinas presenta una sensibilidad diferente al LPS y sustentan el uso de 500 ng/ml
para inducir los tres marcadores pro-inflamatorios principales en las membranas

corioamnidticas.

En los diferentes modelos animales se ha demostrado que un proceso de infeccion
intrauterino induce un estado inflamatorio dirigido por la regulacion temporal de la
secrecion de citocinas y PG’s desde la placenta y las membranas corioamniéticas
hacia el liquido amniotico (Gravett y cols., 1994; Dickinson y cols., 2009; Grigsby y
cols., 2010). Los niveles de IL-6 son considerados como el mejor indicador de un
proceso infeccioso subclinico que genera una inflamaciéon asintomatica (Cobo y
cols., 2009), mientras que en estos modelos se ha demostrado que TNF-a es la
primer citocina secretada hacia el liquido amniotico, seguida por IL-1p, siendo
ambas indicadores de un proceso infeccioso que correlaciona no solo con la
presencia de microorganismos dentro de la cavidad amniética, sino también con la
generacion de los mecanismos del trabajo de parto (Gravett y cols., 1994, Dickinson
y cols., 2009; Grigshby y cols., 2010); de manera similar nuestro estudio demostro
que el estimulo con LPS de las membranas corioamniéticas induce una respuesta
inflamatoria encabezada por la secrecion de TNF-a y reforzada por la secrecion de
IL-1B, lo que indica que es un modelo eficiente para reproducir un proceso biolégico

de manera in vitro.

Adicionalmente, los niveles de IL-1p encontrados en el compartimiento del amnios
son resultado de la difusion de citocinas a traves de las membranas como fue
descrito experimentalmente por Kent y cols., (1994). Evidencia experimental de
nuestro laboratorio ha demostrado que el amnios es incapaz de secretar IL-1
(Flores-Espinosa y cols., 2014) y esto se explica porque la coriodecidua es la Unica
region de las membranas corioamnioticas donde se expresa el RNAmM de esta
citocina (Menon y cols., 1995). En este sentido nuestros resultados apoyan la idea
de que existe un mecanismo de sefalizacion y transporte en las membranas que

les permite responder de manera coordinada y cooperativa.
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Ahora bien, en este modelo experimental, concentraciones de PRL similares a las
presentes en el liquido amnidtico durante el segundo trimestre del embarazo,
ejercieron un efecto anti-inflamatorio sobre las membranas corioamniéticas. Esta
imunosupresion de la PRL sobre la secrecion de TNF-a e IL-1f inducida por LPS
no se ha descrito en otros tejidos; sin embargo, nuestros resultados son
congruentes con observaciones previas de nuestro laboratorio en donde la PRL es
capaz de mantener inhibida la expresion de TNF-a e IL-1p a nivel de ARNm en
membranas corioamnioéticas a término (Zaga y cols., 2014). Se ha visto, que en
macréfagos y linfocitos, la PRL incrementa la secrecién de TNF-a (Brand y cols.,
2004), lo cual indica que la PRL tiene efectos que son tejido especificos y ademas
selectivos, ya que TNF-a fue mas resistente al efecto regulador de la PRL, mientras
que IL-1p fue mas sensible y regulada por todas las concentraciones de PRL

utilizadas en el estudio.

TNF-o es una citocina que ejerce acciones citotdéxicas a nivel celular, tisular y
sistémico. TNF-a es un inductor de apoptosis en las membranas corioamnidticas,
este proceso de muerte celular se ha asociado a la pérdida estructural y la fuerza
de tension de las membranas corioamnioticas durante el trabajo de parto normal y
patolégico (Fortunato y cols., 2003; Menon y cols., 2002). Los efectos pro-
apoptéticos de TNF-a no solo se observan en las membranas corioamniéticas, sino

que se extienden a la placenta y la decidua (Leroy etal. 2017).

IL-1B es un modulador inflamatorio clave de la cascada pro-inflamatoria del trabajo
de parto a término (Chao y cols., 1994). Sin embargo, también se ha reportado
incremento en el nivel de esta citocina en procesos patolégicos como el parto pre-
término, la inflamacion estéril y la ruptura prematura de membranas (Gomez-Lbépez
y cols., 2017).

Por otro lado, nuestros resultados no indicaron un efecto regulador de la PRL sobre
la secrecion de IL-6 en el modelo que utilizamos. Este resultado puede explicarse

porque esta citocina es secretada en altas concentraciones por las membranas
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corioamnidticas en condiciones basales de edad gestacional a término, lo cual es
congruente con su uso como marcador de inflamacién estéril, ademas se sabe que
esta citocina puede ser inducida por TNF-a e IL-13, como parte de un complejo
sistema de regulacion. En contraste, la inhibicion de IL-6 por PRL se ha demostrado
en ceélulas deciduales de rata (Martinez-Neriy cols., 2015) y modelos animales de

trauma hemorragico (Knorfel y cols., 2000).

IL-10 fue caracterizada en un inicio como una citocina con funciones anti-
inflamatorias, si bien la evidencia experimental y clinica indica que en el embarazo
esta citocina actia como una molécula reguladora dependiendo de las condiciones
del ambiente inmunolégico (Denison y cols., 1998; Robertson y cols., 2006). El
incremento de IL-10 en estos tejidos en respuesta al co-tratamiento con P4 y LPS,
sugiere que es un mecanismo que favorece la proteccion del producto durante un
proceso pro-inflamatorio (Zaga-Clavellina y cols., 2014). De manera similar, la PRL
mostré una tendencia a incrementar la sintesis de IL-10 en las membranas
corioamnidticas, este hecho sugiere que la PRL favorece los mecanismos
compensatorios para acotar los efectos inflamatorios derivados de las altas
concentraciones de TNF-a e IL-1p en las membranas corioamnidticas. Resultados
similares se han reportado en macrofagos, en los cuales la PRL indujo la secrecion
de IL-10 (Brand y cols., 2004; Matalka y cols., 2003). De manera contraria en un
modelo murino de inflamacién crénica se observd que el tratamiento con altas
concentraciones de PRL incrementd la secrecion de IL-10 para mediar el proceso
pro-inflamatorio (Sodhi A y Tripathi A, 2008).

El hecho de que la PRL sea capaz de regular TNF-a, IL-13 e IL-10 en las
membranas corioamniéticas durante una respuesta inflamatoria resulta relevante,
ya gue sugiere la importancia de esta hormona en la regulacién del ambiente en la
interfase materno-fetal cuando este es alterado y representa un riesgo para la
tolerancia hacia el feto, asi la PRL estaria siendo un elemento capaz de mantener

un equilibrio entre un ambiente pro-inflamatorio y anti-inflamatorio, ya que en
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ausencia de un reto inmunolégico en el modelo utilizado, el co-tratamiento con PRL

no indujo ningiin cambio.

Ademas de las citocinas, durante un proceso inflamatorio las quimiocinas juegan un
papel importante en la pérdida del privilegio inmunoldgico, ya que estas atraen a
células profesionales del sistema inmune, principalmente neutréfilos, monocitos y
leucocitos desde la circulacion periférica materna hacia los tejidos gestacionales.
Durante el embarazo estas células profesionales del sistema inmune se encuentran
ausentes o en baja proporcidon en la interfase materno-fetal; sin embargo, se ha
demostrado que la placenta, la decidua y las membranas corioamnidticas secretan
estos factores quimioatrayentes durante un el trabajo de parto a término, pre término
y durante un proceso de invasion microbiana de la cavidad amniotica, lo que
incrementa el ndmero de células profesionales del sistema inmune en este
compartimento que, si bien acttan como una segunda ola de defensa, también

causan la intensificacion del ambiente pro-inflamatorio (Hamilton y cols., 2013).

En este trabajo se midieron cuatro quimiocinas principales: RANTES, MCP-1, MIP-
la e IL-8, ya que estudios clinicos han reportado que se encuentran elevadas en el
liquido amniético durante el trabajo de parto y el parto pretérmino (Dudley, 1996;
Hamilton y cols., 2013; Esplin y cols., 2005). La importancia de estas moléculas
radica en el hecho de que no solo actian como mediadores del trafico celular
selectivo, sino también funcionan como efectores locales, induciendo la activacion
de las diferentes estirpes celulares, favoreciendo la degranulacion, la adhesion
celular endotelial y la citotoxicidad de éstas (Fraccaroli y cols., 2009; Rollis y cols.,
1991).

Nuestro estudio revel6 que existe un perfil diferente en cuanto a la secrecion de
estas quimiocinas en cada uno de los compartimentos de las membranas
corioamnidticas, si bien, no podemos descartar que una vez secretadas estas
quimiocinas tengan acciones paracrinas, resulta interesante, que en el

compartimento del amnios la concentracion de MCP-1 fue mayor con respecto a la

67




coriodecidua. MCP-1 es el principal quimioatrayente de monocitos, el nivel de esta
quimiocina en el liquido amniético se ha correlacionado con invasion microbiana
dentro de la cavidad amnidtica (Jacobson y cols., 2003), una funcién relevante en
este sentido es la capacidad que tiene MCP-1 para estimular el estallido respiratorio
necesario para la activacion de los macrofagos, desencadenando la liberacién de
formas reactivas del oxigeno (Rollis y cols., 1991) y de este modo favorecer el
proceso de fagocitosis de los patégenos que se encuentran en el liquido amniético.

En este modelo de inflamacion coriodecidual, el LPS indujo la secrecion de MCP-1
en el amnios, lo cual también ha sido reportado en placenta (Garcia-Ruiz y cols.,
2015). Por otro lado, la PRL inhibié la secrecion de esta quimiocina inducid por LPS
al medio de cultivo, lo que no se habia descrito previamente en las membranas
corioamnidticas o en la placenta. En otros modelos se han reportado efectos
reguladores de la PRL sobre las quimiocinas, por ejemplo la PRL en una
concentracion de 100ng/ml incremento el reclutamiento de células inmunes a través
de las glandula mamaria y la estimulacion de la produccion de MCP-1y CXCL-1 por
las células epiteliales, para favorecer el desarrollo de dicha glandula y la proteccion
del feto durante la lactancia (Dil R y Walker AM, 2017). En un modelo murino de
inflamacion crénica, se observé que la PRL a bajas concentraciones induce la
secrecion de MCP-1, mientras que concentraciones altas (1000ng/ml) disminuyen
la secrecion de MCP-1 (Sodhi Ay Tripathi A, 2008).

En lo que respecta a MIP-1a cuya funcion es reclutar a macréfagos a los sitios de
inflamacion, nuestros resultados mostraron que tanto el amnios como la
coriodecidua secretaron esta quimiocina en respuesta al LPS. Esto también fue
reportado en explantes de placenta (Garcia-Ruiz y cols., 2015) y en células
mononucleares aisladas de sangre placentaria (Preciado-Martinez y cols, 20017).
Si bien en el liquido amnidtico los picos de esta gquimiocina se encuentran
correlacionados con la dilatacién cervical (Dudley y cols., 1996a), la mayor
deteccién a nivel de ARNm en las membranas corioamniéticas y el liquido amniotico

se encuentra asociado a procesos de corioamnionitis crénica, un proceso
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inflamatorio de las membranas corioamnidticas que a nivel histologico se caracteriza
por el aumento de lainfiltracion de neutréfilos, el desarrollo de necrosisy
engrosamiento del tejido conectivo de las membranas, inducido como parte de la
respuesta a una infeccion y que como consecuencia puede ocasionar la ruptura de
las membranas (Kim y cols., 2010). Adicionalmente el nivel de MIP-1a vy, el nimero
de neutrofilos y leucocitos en el liquido amniotico mostraron una alta correlacion, lo
cual sugiere que entre sus funciones también se encuentra el tropismo de neutrdfilos
tanto de origen materno, como fetal a las membranas corioamni6ticas y al cordon
umbilical, lo que sugiere su participacion en los procesos de inflamacion sistémica
en el feto, que al recibir sefales de dafo y estrés, promueven la secrecion de

cortisol, lo cual también estimula la cascada inflamatoria. (Kim y cols., 2015).

En este modelo, la PRL disminuy6 la secrecion de MIP-1a tanto en la coriodecidua
como en el amnios, no hay reportes similares en la literatura en modelos de
reproduccion; sin embargo, en macréfagos peritoneales se observo que la PRL en
una concentracion de 100ng/ml indujo la secrecion de MIP-1a (Sodhi A 'y Tripathi A,
2008).

En relacibn a RANTES, nuestro trabajo demostrd que esta quimiocina fue
principalmente secretada por la coriodecidua, incrementando su secrecioén con el
estimulo de LPS. Los receptores de esta quimiocina se encuentran principalmente
en los linfocitos T, en basofilos y eosindfilos, pero también se han encontrado en
células uNK, siendo estas células una de las principales fuentes de RANTES
durante la regulacién de la respuesta inflamatoria, asi como en el reclutamiento de
linfocitos T y macrofagos en el sitio de implantacion al inicio del embarazo (Hanna
J 2006). Se ha encontrado que esta quimiocina, con alta capacidad de atraer
linfocitos T, se incrementa en sangre materna durante un proceso infeccioso, asi
como también en liquido amnidtico (Kin y cols., 2010), estas células al llegar a un
ambiente pro-inflamatorio son inducidas a activarse y producir citocinas pro-
inflamatorias, de hecho, se ha propuesto como un indicador predictivo de parto

pretérmino, en conjunto con el nivel de IL-10 presente (Tsiarasy cols., 2012).
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Por otro lado, no existen reportes del efecto de la PRL sobre la secrecion de
RANTES en las membranas corioamniéticas, la placenta o la decidua. Asi pues,
resultan muy relevantes los resultados que observamos en el modelo, ya que el
hecho de que la PRL pueda disminuir la secrecion de quimiocinas en la interfase
materno-fetal, sugiere su participacion en impedir la infiltracion de leucocitos
atraidos por esta quimiocina y por lo tanto el mantenimiento de un ambiente
compatible con la continuidad del embarazo (Yamamoto y cols., 2000; Alam y cols.,
1992; Bischoff y cols., 1992).

Finalmente, determinamos la secrecién de IL-8, el principal atrayente de neutréfilos
hacia la interfase materno fetal durante el trabajo de parto hacia los tejidos
extraembrionarios: placenta y membranas corioamnioéticas. Nuestros resultados no
mostraron diferencias significativas en cuanto a la secrecion de IL-8 en respuesta a
LPS o PRL, la explicacion de este resultado puede estar relacionada con la alta
secrecion de IL-8 en condiciones control, que podria estar asociada con la edad
gestacional de los tejidos. Se ha observado que a lo largo del embarazo la cantidad
de neutrdfilos incrementa conforme se acerca el trabajo de parto en la cavidad
amnidtica (Goméz-Lopez Ny cols., 2017). En relacion con el efecto de la PRL sobre
la secrecion de IL-8, se demostro que en la linea celular de monocitos humanos
THP-1, el pretratamiento con PRL incremento la liberacion de IL-8 en respuesta a
la estimulacion con LPS o porinas (D’lsanto M y cols., 2004); lo que sugiere un
efecto de la PRL sobre la respuesta inflamatoria que es tejido especifico.

La importancia del incremento desmedido de citocinas pro-inflamatorias y
guimiocinas recae en el hecho de que estos elementos son el eje rector de un
conjunto de factores efectores sintetizados tantos por las células del sistema inmune
que son atraidos hacia la cavidad intrauterina como por los mismos tejidos de la
interfase materno-fetal como las MMPs que alteran la estructura y funcion de las

membranas corioamniéticas (Zagay cols., 2007).
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Entre las MMPs que estan asociadas al trabajo de parto, se encuentran la MMP-2 y
MMP-9 con actividad gelatinasa. Especificamente estas enzimas degradan las
fibras de colagena tipo IV que dan soporte a la estructura de las membranas
corioamnidticas. En nuestros resultados, la forma total de MMP-2 y MMP-9
secretada al medio fue similar en ambas regiones de las membranas

corioamnidticas.

El papel de la MMP-2 durante el embarazo en condiciones normales o patologicas
es discutible, esta es la gelatinasa mas abundante en el liquido amnidtico (Riley y
cols., 1999) y de hecho se considera que MMP-2 es secretada de manera
constitutiva por las membranas corioamniéticas, aunque en procesos infecciosos o
inflamatorios pueden inducir un incremento en su produccion. Al respecto,
evidencias experimentales han demostrado que la secrecion y actividad de esta
enzima es inducible por LPS (Fortunato y cols, 2000; Zaga y cols.,2004), lo cual es

similar a lo que observamos en este trabajo.

Por otro lado, MMP-9, es inducida por factores pro-inflamatorios en las membranas
corioamnidticas (Meisser, A. et al., 1999; Weiss, A. et al., 2007). De manera similar,
nosotros observamos que el estimulo con LPS induce mayor secrecion de MMP-9
por ambas regiones de las membranas corioamnioéticas, la mayoria de los estudios
clinicos han informado cambios en el nivel de MMP-9 en suero, liquido amnidtico y
membranas fetales durante el embarazo pre-término, sugiriendo a esta enzima
como un marcador de trabajo de parto pre-término en lavados vaginales (McLaren
Jycols., 2000); Li, W. et al., 2010). Ademas, se ha descrito que una fuente adicional
de MMP-9 en estos tejidos son los leucocitos placentarios que incrementan en

namero durante el trabajo de parto (Flores-Pliego, A. et al., 2013).

MMP-1 y MMP-13, dos miembros mas de la familia de MMPs con actividad
colagenasa sobre las fibras de colagena tipo I, Il, Ill, VIl y sobre los proteoglicanos
y fibronectina, se han relacionado con la remodelacion de los tejidos durante el parto

pretérmino. El incremento de MMP-1 conocida también como colagenasa | en el
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liquido amnidtico correlacion6 con pacientes que desarrollaron ruptura prematura
de membranas asociada o no a procesos de infeccion (Maymon y cols., 2000), en
muestras de lavados vaginales resultdé un marcador con alta sensibilidad para
predecir ruptura prematura de membranas y corioamnionitis, en conjunto con MMP-
13 (Soydinc y cols., 2013).

En nuestros resultados, el estimulo con LPS indujo la secrecion de MMP-1 en el
amnios, pero no de MMP-13, el hecho de que sea el amnios quien muestre una
mayor secrecion de MMP-1 es acorde con el origen de la sintesis de los
componentes de la matriz extracelular y su distribucion de las membranas
corioamnidticas, en este sentido las colagenas tipo | y Il se encuentran
principalmente en las capas que componen al amnios y estan practicamente
ausentes en la capa de trofoblastos de la coriodecidua; mientras que colagena tipo
IV, se encuentra como el componente determinante de la membrana basal del
epitelio amniético, pero también en la red que encapsula a los trofoblastos del corion
(Malak y cols., 1993). Adicionalmente, las células mesenquimales presentes en las
capas intermedias del amnios y la coriodecidua son las principales productoras de
estos componentes estructurales (Caseyy cols., 1996). Es interesante que solo la
concentracion mas baja de PRL disminuya la secrecion de MMP-9 en la
coriodecidua, mientras que todas las concentraciones de PRL disminuyen la

secrecion de MMP-1 en el amnios.

Los inhibidores tisulares de las MMPs estan involucrados en la coordinaciéon y
balance de la remodelacién de la matriz extracelular de los tejidos, inhiben la
actividad de las MMPs al unirse en los sitios activos de estas. Se han descrito cuatro
miembros de la familia de TIMPs en el humano; de los cuales, TIMP-1, y TIMP-2
son los mas estudiados. En nuestro trabajo, determinamos la secreciéon de TIMP-1
y TIMP-2 en las membranas corioamnidticas. Como primer resultado observamos
que tanto el corion como el amnios secretan valores similares de TIMP-1, mientras
que el estimulo con LPS no mostré cambios en el nivel de TIMP-1, lo cual coincide

con otros reportes previos en los que TIMP-1 no se modifica en placenta y
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membranas corioamnidticas después de la estimulacion con LPS (Vicent ZL y cols.,
2015; Garcia-Lopez G y cols., 2007; Fortunato SJ, 2001, Zaga-Clavellina y cols.,
2011). En relacién con los valores de TIMP-2 determinados en nuestro estudio, se
observa que estos son ligeramente mayores en el compartimento del amnios que
en la coriodecidua, de manera similar a lo descrito por nuestro grupo (Zaga-
Clavellina y cols., 2011), el tratamiento de las membranas corioamnidticas con LPS
o E. coliincrementa la secrecion de MMP-9 y MMP-2, sin maodificar TIMP-1 ni TIMP-
2 (Zaga-Clavellina y cols., 2011).

Por otro lado, la PRL no modificod la secrecion de estos inhibidores tisulares
producidos por las membranas corioamnioticas. Contrario a esto, evidencias
experimentales han demostrado que la PRL es un regulador positivo de la expresion
del ARNm vy la actividad de TIMP-1, TIMP-2 y TIMP-3 en células de la granulosa de
manera dependiente de la concentracion durante el ciclo ovarico (Murray y cols.,
1996).

TIMP-1 regula la actividad colagenolitica de MMP-9, que como se menciond
anteriormente es el encargado de degradar la colagena tipo VI, que es el
componente mas importante en mantener la estructura, y por ende la funcién de las
membranas corioamnidticas, mientras que TIMP-2 tiene una alta afinidad por MMP-
2 que es un componente que se encuentra en varias de las capas que componen
los tejidos. Nuestros resultados sugieren que las altas concentraciones de PRL en
el liquido amnidtico pudieran estar asociadas con el mantenimiento de la estructura
mediante el equilibrio entre la secrecién de MMP-9/TIMP-1 y MMP-2/TIMP-2 con la
finalidad de mantener la organizacion de la matriz extracelular que da a las

membranas corioamnioéticas sus capacidades de resistencia mecanica.

Durante el embarazo las altas concentraciones de PRL que se alcanzan alrededor
del segundo trimestre del embarazo, coinciden con el momento en que todos los
tejidos, tanto materno como fetales, se encuentran en un ambiente que favorece la

respuesta anti-inflamatoria. Estos resultados son congruentes con el efecto
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reportado en células del sistema inmune, donde concentraciones altas de PRL
inhiben la actividad de células NK y células T (Hinterberger-Fischer y cols., 2000;
Matera y cols., 2000).

En conjunto, nuestros resultados sugieren que la PRL en concentraciones
presentes durante el segundo trimestre del embarazo (aprox. 4000ng/ml) ejerce
efectos inmunoreguladores que favorecen un perfil anti-inflamatorio, regulando
ademas los factores quimiotacticos y favoreciendo la homeostasis del proceso de
degradacion tisular en las membranas corioamnioticas, ayudando a mantener la
continuidad del embarazo. Sin embargo, también indican que la PRL parece tener
capacidad limitada y selectiva para regular la respuesta inmunolégica en los tejidos
extraembrionarios, de modo que resulta interesante evaluar un posible papel efector
de la PRL en presencia de otras condiciones que alteran el ambiente inmunoldgico
como una infeccion (Figura 32). Evidentemente, se necesita profundizar en cada
una de las vias a través de las cuales la PRL esta ejerciendo estos multiples efectos
reguladores de la respuesta inmunoldgica de las membranas, asi como no podemos
descartar que, si bien el modelo que usamos tiene la ventaja de darnos una
respuesta integral del tejido, también representa una complejidad mayor en cuanto
a la interpretacion de la respuesta observada.

La comprension de los mecanismos fisiolégicos que determinan el establecimiento
del privilegio inmunolégico durante el embarazo y los mecanismos que encienden y
dirigen el trabajo de parto continda siendo una prioridad para entender los
mecanismos que subyacen al trabajo de parto fisiologico y para prevenir y mejorar

la atencidon de patologias obstétricas.
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Figura 32. Esquema representativo del efecto protector de la PRL. Las altas concentraciones de
PRL en la interfase materno fetal, regula la respuesta inmune de las membranas corioamniéticas
frente a un reto inmunoldgico como lo es el LPS, disminuyendo la secrecion de factores de
inflamacion y por lo tanto evita el dafio estructural y funcional de estos tejidos.
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VIIl. Conclusion

En relacion al efecto de la PRL sobre la respuesta inmunolégica de las membranas
corioamnidticas, podemos decir de forma general que los resultados de este trabajo
sustentan que esta hormona a concentraciones similares a las presentes en el
liquido amniotico durante el segundo trimestre de la gestacion, es capaz de inhibir
la secrecion de moduladores pro-inflamatorios, quimiotacticos y pro-degradativos
asociados al inicio y progresion del trabajo de parto, siendo parte de las estrategias
que favorecen el mantenimiento del ambiente de tolerancia y privilegio inmunoldgico

de la cavidad amniética durante el embarazo.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

During pregnancy, prolactin (PRL) is a neuro-immuno-cytokine that contributes actively to the crosstalk between the immune
and endocrine systems and, thus, to the creation of an immune-privileged milieu. This work aims to analyze the capacity of PRL
to modulate the synthesis and secretion of pro-inflammatory markers associated with labor. Studies were conducted using human
fetal membranes at term mounted in a model of two in-dependent chambers. The choriodecidual region was stimulated with
500-ng/mL lipopolysaccharide (LPS), and the amnion and choriodecidual region were co-simulated with different
concentrations of PRL that can arise during pregnancy: 250, 500, 1000, and 4000 ng/mL. Following these co-treatments, the
tumor necrosis factor (TNF)-a, interleukin (IL)-1f, IL-6, and IL-10 levels were measured in both compartments. As expected,
treatment with LPS induced all cytokines to increase. Co-stimulation with the highest tested concentration of PRL induced
significant decreases in TNF-a in the choriodecidual region and IL-1f in both regions of the fetal membranes. PRL did not
modified the IL-6 and IL-10 secretion profile. These findings, coupled with clinical evidence, suggest that the high level of PRL
in the amniotic cavity is involved the mechanism by which the fetal-placental unit regulates the equilibrium between pro- and
anti-inflammatory modulators.

Keywords:

Prolactin

Maternal-fetal interface
Chorioamniotic membranes
Choriodecidual inflammation
Immunomodulation

1. Introduction

Successful pregnancy is the result of multiple immuno-endocrine strategies that
permit the mother and fetus to co-exist (Hunt, 2006). At the end of gestation,
the initiation and progression of parturition con-stitute one of the most complex
and fundamental reproductive events; however, despite experimental, clinical,
and epidemiological evidence, this process remains relatively poorly
understood.

The onset of labor requires a switch from an anti-inflammatory state to an active
pro-inflammatory environment (Norman et al., 2007). The levels of pro-

inflammatory cytokines, such as interleukin (IL)-1, tumor

necrosis factor (TNF)-a, and IL-6 increase significantly (EI-Azzamy et al.,
2017). These cytokines upregulate the secretion of effector fac-tors, such as
prostaglandins (PGs) that end uterine quiescence and ex-tracellular matrix-
degrading enzymes that deeply modify the structure and function of the cervix
and fetal membranes (Phillips et al., 2014).

Prolactin  (PRL) is a pleiotropic neuroendocrine hormone whose
immunomodulatory functions have been associated with multiple pro-cesses,
including metabolism, lactation, and cell proliferation (Goffin et al., 2002).
Although PRL is produced by lactotrophs in the anterior pituitary, multiple
extra-pituitary tissues can also produce PRL; during pregnancy, the main
source of this hormone is the maternal decidua

Abbreviations: ANOVA, analysis of variance; cDNA, complementary DNA; Dex, dexamethasone; DMEM, Dulbecco’s modified Eagle’s medium; DNase, deoxyribonuclease; ED50, 50% effective dose;
ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay; FBS, fetal bovine serum; GADPH, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; IL, interleukin; JAK2, Janus kinase 2; LPS, lipopolysaccharide; MMP,
matrix metalloprotease; Mtx, methotrexate; NAD(P)H, nicotinamide adenine dinucleotide phosphate; PCR, polymerase chain reaction; PG, prostaglandin; PRL, prolactin; STATS5, signal transducers
and activators of transcription 5; TER, transepithelial electrical resistance; TNF, tumor necrosis factor; XTT, 2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfo-phenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide
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(Wu et al., 1995).

During pregnancy the fetal membranes constitute a selective barrier that
isolates and protects the fetus. Evidence suggests that decidual PRL is actively
transported through fetal membranes into the amniotic fluid and plays a crucial
role in the regulation of electrolytes and amniotic fluid osmolarity and volume;
these factors have been directly related to tissue integrity, elasticity, and
structural continuity (Josimovich and Archer, 1977; Golander et al., 1978;
Lavery and Miller, 1977; McCoshen et al., 1982; Wu et al., 1991).

In normal gestation, the amniotic levels of PRL increase from 33 ng/ mL at 14
weeks of gestation to 3000—4000 ng/mL at 18—26 weeks of gestation (Kletzky
etal., 1985) and then decline to 300—500 ng/mL at the beginning of labor (Rigg
and Yen, 1977).

The patter of decidual PRL secretion, its compartmentalized synth-esis and
accumulation in the amniotic cavity (Golander et al., 1978), and the
coincidence of the lowest level with the first signs of labor support the
possibility that this hormone plays an important physiolo-gical role in the
maintenance of pregnancy and acts as a mediator of the initiation of labor.
Examples of the evidence supporting the role of PRL in gestation include the
following: 1) Low endometrial levels of PRL have been as-sociated with
spontaneous miscarriage and implantation failure (Garzia et al., 2004; Garzia
et al., 2013). 2) Low levels of PRL in the amniotic fluid are associated with
preterm labor (Luciano and Varner, 1984). 3) PRL and PRL receptor knock-
out mice develop infertility associated with implantation failure (Grosdemouge
etal., 2003). 4) PRL inhibits PGE2 and PGF2a in uterine cells (Prigent-Tessier
etal., 1996) and human fetal membranes (Tyson et al., 1995). 5) PRL stimulates
human trophoblast migration and invasion (Stefanoska et al., 2013). 6) PRL
inhibits the in vitro basal secretion of IL-18, TNF-a, and matrix me-
talloprotease 9 (MMP-9) by human fetal membranes (Zaga-Clavellina et al.,
2014a,b). 7) In a murine model, PRL was found to exert a pro-tective effect in
controlling the development of infection-associated preterm birth
(Abhichandani et al., 2011).

These antecedents permit us to hypothesize that the accumulation of high
concentrations of decidual PRL in the amniotic cavity is in-volved in the
immunomodulatory mechanisms used by the fetal-pla-cental unit to control
inflammatory reactions that could negatively af-fect the continuity of gestation.
The present work was designed to determine whether PRL can contribute to
maintaining the immune equilibrium of pro- and anti-inflammatory modulators.
To this end, we developed an ex vivo ex-perimental model of human
chorioamniotic membranes. In this model, we induced a choriodecidual
inflammation (a real scenario during labor) and analyzed the effects of co-
stimulation with different con-centrations of PRL upon the secretion of TNF-a,
IL-1B, IL-6, and IL-10.

2. Materials and methods
2.1. Reagents

PRL was purchased from Peprotech (Rocky Hill, NJ, USA), lipopo-
lysaccharide (LPS; from Escherichia coli 055:B5) was purchased from Sigma
(St Louis, MO, USA). Alin is a commercial formulation of dex-amethasone
(Dex) that was purchased form Chinoin Laboratories (Mexico City, Mexico).
Trixilem is a commercial formulation of meth-otrexate (Mtx) from Teva
Laboratories (Toluca, Estado Mexico, Mexico).

2.2. Patient recruitment and biological sample collection

This project was approved by the Human Ethics, Biosecurity and Research
Committees of the Instituto Nacional de Perinatologia, Isidro Espinosa de los
Reyes (INPer IER-212250-3210-21205-01-15) in Mexico City. All patients
provided informed, written consent one day before undergoing elective
cesarean section at term (37—-39 weeks of
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pregnancy) with no evidence of active labor, cervical dilatation, or loss of
mucus plug.

Indications for elective cesarean section included short intergenesic period,
previous elective cesarean section, and breech presentation. Patients with
antecedents of cervicovaginal infection, chronic hy-pertension, diabetes
mellitus, preeclampsia, cardiac or renal in-sufficiency, or other systemic
illnesses were not included in this study (Table S1).

Chorioamniotic membranes were collected from nine healthy pa-tients
attending the Department of Obstetrics and Gynecology of INPer. The patients
were Mexican, between 20 and 38 years old, with normal, uncomplicated,
singleton pregnancies.

Once the chorioamniotic membranes were dissected from the pla-centa, they
were transported to the laboratory in sterile Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM) (Gibco BRL, Bethesda, MD, USA) supplemented with 1 x
antibiotic-antimycotic  solution (100-U/mL penicillin and 100-pg/mL
streptomycin) (Gibco BRL). To preclude the presence of chorioamniotic
infection, microbial analyses were con-ducted, and only infection-free
placentas were used for this study.

2.3. Two-independent-compartment culture system

The two-compartment tissue culture system was previously vali-dated and
reported by our group (Zaga et al., 2004). Under sterile conditions, explants
from different regions of the membranes were manually cut out, mounted in a
transwell frame (Costar, New York, NY, USA), affixed by elastic latex bands,
and placed in a 12-well tissue culture plate. In this model, the upper chamber
is delimited by the choriodecidual region, and the lower chamber is delimited
by the am-nion.

2.3.1. Metabolic viability of explants

To guarantee the viability of the tissues, once the chorioamniotic membranes
were mounted in the transwell model, the metabolic via-bility was measured
using the colorimetric  2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-
tetrazolium-5-carboxanilide (XTT) assay (Cell Signaling Technology,
Danvers, MA, USA).

The yellow tetrazolium salt XTT is cleaved to orange formazan by
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NAD(P)H) bioreduction, which
occurs only in viable cells. The assay was performed in both amniotic and
choriodecidual compartments after every 24 h of culture for 4 days (n = 3).

2.3.2. Structural viability

The tissue integrity of the chorioamniotic membranes was evaluated by
measuring the transepithelial electrical resistance (TER). The membranes were
cultured in two-independent-compartment system for 4 days, and then, the
tissues were un-mounted from the transwell and placed between the two Lucite
chambers of a Ussing chamber. A current pulse of 20 pA was applied to the
maternal side, and the voltage de-flection of the amniotic side was monitored
every 24 h during the culture (n = 3).

2.3.3. Functional viability

To demonstrate that the chorioamniotic membranes are im-munologically
responsive, the tissues were stimulated with 1 ng/mL recombinant human IL-
1B (Peprotech).The level of MMP-9 was mea-sured by enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) in the culture medium recovered from both
compartments separately after 2, 24, 48, and 72 h of continuous stimulus
(Vadillo-Ortega et al., 2002) (n = 3).

2.4. PRL and PRL receptor messenger expression patterns
The expression of PRL and PRL receptor mRNA was evaluated by real-time

polymerase chain reaction (PCR) in both the amnion and choriodecidual
region. After culturing for different times, the total RNA
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was isolated with Trizol reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) from
choriodecidua and amnion separately. Following treatment with 1 U of DNase
(AMPD1, Sigma-Aldrich), cDNA was synthetized from 1 ug of total RNA
using the Thermo Revert Aid First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche,
Mannheim, Germany). For relative quantification, real-time PCR was
performed from 1 pL of cDNA in a final reaction volume of 10 pL in a Light
Cycler 2.0 instrument using specific primers (200 nM) and hybridization probes
(100 nM) for mRNA sequences designed by TIBMOLBIOL (Table S2).
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) was used as a reference
gene for normalization. The real-time PCR conditions were as follows: one
cycle at 95 °C for 5 min; 45 cycles of denaturation (95 °C, 10 s), annealing
(57-60 °C, 10 s), and extension (72 °C, 15 s); one cycle of melting (95 °C, 20
s; 40 °C, 20 s; 85 °C, 0 s; slope: 0.2 °C/s); and finally, one cycle of cooling (4
°C, 2 min).

2.5. Temporal secretion profile

We characterized the secretion profiles of TNF-a, IL-1B3, and IL-6 after
stimulation with LPS (500 ng/mL). For the purpose, explants with diameters of
14 mm were cultured and stimulated with endotoxin after 24 h of culture. A
time-curve was constructed using the data collected at 2, 4, 8, 24, 26, 28, 32,
48,72, and 96 h.

2.6. Median effective dose (EDsp) of LPS

The EDsg of LPS for inflammation in our model was determined by treating
the membranes with different concentrations of LPS (0.1, 1.0, 50, 250, 500, and
1000 ng/mL) for 24 h. The effects of this treatment on the secretion profiles of
TNF-q, IL-1p, and IL-6 were evaluated by

ELISA.

2.7. Chorioamniotic membrane co-stimulation with PRL

The mounted explants were placed in a 12-well tissue culture plate (Costar) and

incubated in 5% CO2 at 37 °C. Then, 1 mL of DMEM containing 10% FBS
without red phenol and supplemented with heat-inactivated and hormone-free
0.2% lacto albumin hydrolyzate, 1-mM sodium pyruvate, and 1 x antibiotic-
antimycotic solution (100-U/ml penicillin and 100-pg/mL streptomycin)
(DMEM-FBS) (Gibco BRL) was added to each side of the chamber (n = 9).
To mimic in vivo conditions, both fetal and maternal compartments were
incubated in the presence of different concentrations (250, 500, 1000, and 4000
ng/mL) of PRL. After 24 h, the medium was replaced, and the compartment
delimited by the choriodecidual region was sti-mulated with 500-ng/mL LPS
(Sigma) for 24 h. The controls included an incubation with DMEM only,
treatments with different concentra-tions of PRL in the absence of LPS, and an
additional co-treatment with LPS and Dex.

Following the different co-treatments, the culture media from both
compartments were collected, aliquoted, and stored at =70 °C until assay. All
tissues were weighed to normalize the secretion of cytokines.

We also performed a set of experiments in which the chorioamniotic
membranes were exposed to LPS plus 4000-ng/mL PRL and 50-uM Mtx,
which is an inhibitor of the Janus kinase 2 (JAK2)/signal transducers and
activators of transcription 5 (STAT5) canonical pathway trans-duction signal
for PRL (Thomas et al., 2015).

2.8. Cytokine quantitation by ELISA

The concentrations of TNF-a, IL-1B, IL-6, and IL-10 in the cell cul-ture
supernatants from both the amniotic and choriodecidual com-partments were
determined by sandwich ELISA using human specific duo-set Kits according to
the manufacturer’s instructions (Table S3). The colorimetric reaction was
measure at 450 nm with a correction at 540 nm. The final levels were
determinate by a comparison to a stan-dard curve.
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2.9. Statistical analyses

Descriptive statistics (mean, standard deviation, standard error, median, and
range) were obtained for each variable. The data dis-tribution was tested for
normality using Kolmogorov-Smirnoff and Shapiro-Wilk tests. Non-parametric
analysis of variance (ANOVA) and Kruskal-Wallis tests were used to analyze
the differences among groups; P values < 0.05 were considered statistically
significant in several time course analyses. EDsg values were calculated from
the dose-response curve of LPS using Prism 5 Computer Software (GraphPad,
San Diego, CA, USA). To analyze the results of PRL co-treatment, Student's t-
test was used to compare groups when the data were normally distributed,
whereas the Mann-Whitney U test was used when the data was not normally
distributed. In every case, P values < 0.05 were considered statistically
significant. All statistical analyses were performed using SPSS 17 (IBM Corp.,
Armonk, NY, USA).

3. Results
3.1. Experimental model validation

To ensure that the chorioamniotic membranes were maintained as active
functional units, we tested a variety of biological parameters. The results
revealed that the tissue viability, amnion compartment, and choriodecidual
compartment did not change after 5 days of culture. Additionally, the TER
values of the chorioamniotic membranes did not vary during the culture period,
suggesting that the tissue maintained its structural integrity (data not shown).
Results indicating that the only tissue that expressed PRL mRNA during the
96-h culture was the choriodecidual region. Furthermore, the culture conditions
did not modify the expression pattern of PRL receptor mRNA in either the
amnion or choriodecidual region.

We also demonstrated that continuously stimulating the membranes with IL-
1B led to significant increases in the levels of MMP-9 secreted into the culture
medium. Indeed, the secretion of MMP-9 increased 2-fold after 48 h of
stimulation in both the choriodecidua and amnion relative to the control, which
supports that this tissue is im-munologically responsive.

The results of the ED5g dose-response curve showed that the effec-tive dose of
LPS needed to induce the secretion of each marker is dif-ferent. Low

concentrations of LPS induced the secretion of IL-6, whose EDsg (28.72

ng/mL) was 4-fold lower than that required to induce IL-1(3 secretion (EDsg =
133.4-ng/mL LPS) and 19-fold lower than that re-quired to induce TNF-a
secretion (EDsg = 571.3-ng/mL LPS). Given that TNF-a and IL-18 can trigger
preterm labor (Sadowsky et al., 2006), we chose the LPS dose of 500 ng/mL
for co-treatments with PRL. Ad-ditionally the secretion profiles of these pro-
inflammatory markers in response to 500-ng/mL LPS revealed that the
secretion of TNF-a in-creases 6-fold compared to the control after 4 h of
stimulus, reaching a maximum peak at 24 h (Fig. S2 A). IL-1f increased later
than TNF-a—8 h after the stimulus—reached its maximum peak at 72 h (Fig.
S2 B). On the other hand, the basal release of I1L-6 in the control increased
during the culture and peaked 48 h after the stimulus, in contrast, when LPS
was present, the level of this cytokine increased 1.2-fold (Fig. S2 C).

3.2. TNF-a and IL-1B were significantly downregulated in fetal membranes
under co-treatment with LPS and PRL

Compared with their respective controls, the choriodecidual and amniotic
regions were both highly responsive to 500-ng/mL LPS and exhibited 18-fold
and 15-fold increases in TNF-a, respectively.

The results present herein indicate that co-treatment with a high concentration
of PRL is the most effective method to significantly de-crease the LPS-induced
secretion of TNF-a, especially in the chor-iodecidua. Compared with LPS
stimulus alone, co-treatment with 4000-ng/mL PRL decreased the TNF-a level
by 67% and 54% in the
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Fig. 1. TNF-a secretion by choriodecidua (CHD) and amnion
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choriodecidua and amnion, respectively (Fig. 1A). Co-treatment with LPS plus
1000-, 500-, and 250-ng/mL PRL tended to decrease TNF-a secretion in the
amnion, co-treatment with Mtx reversed the PRL downregulation of this
cytokine (Fig. 1B).

Similarly, stimulation with LPS significantly enhanced IL-1B secre-tion by 6-
fold in the choriodecidua and 5.6-fold in the amnion relative to the control. Co-
treatment with LPS and PRL (4000, 1000, 500, and 250 ng/mL) significantly
downregulated this cytokine in both the choriodecidua (55%) and amnion
(46%) (Fig. 2). Compared to the control, the effects of PRL alone did not differ
in either region of the chorioamniotic membrane.

3.3. IL-6 was not regulated in chorioamniotic membranes under co-
treatment with LPS and PRL

In contrast, LPS resulted in an increasing trend of IL-6 in both
compartments compared with the control, whereas PRL co-treatment
exerted no effect on IL-6 in the choriodecidua or amnion (Fig. 3).

Prolactin (ng/ml)

*
Dex

3.4. 1L-10 was upregulated in chorioamniotic membranes under co-
treatment with LPS and PRL

Stimulus with LPS induced significant, 2-fold increases in this cy-tokine in both
the choriodecidua and amnion compared with the con-trol. Interestingly, co-
treatment with LPS and PRL (4000, 1000, 500, and 250 ng/mL) did not
modified the IL-10 secretion pattern. In con-trast, treatment with PRL alone led
to similar basal levels of I1L-10 se-cretion in both regions of the chorioamniotic
membrane (Fig. 4).

Dexamethasone treatment was used as a control of anti-inflamma-tion; the
intention was to make sure that the membranes were re-sponsive to an anti-
inflammatory stimulus; in comparison with LPS alone, the effect of
Dexamethasone was significant for all analytes.

Fig. 2. IL-1B secretion by choriodecidua (CHD) and amnion (AMN) in response to different
treatments in the culture model. The production of IL-13 was measured at 48 h after treatments.
Bars show mean values of triplicates + SE of nine independent experiments. * p < 0.001 vs.
control, & p < 0.05 vs. LPS alone.
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Fig. 3. IL-6 secretion by choriodecidua (CHD) and amnion (AMN)
in response of different treatments in the culture model. The
production of IL-6 was measured at 48 h after treatments. Bars
show mean values of triplicates + SE of nine independent
experiments.
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4. Discussion

Successful gestation is the result of multiple immune-endocrine strategies that
permit the mother and fetus to co-exist in a potentially hostile environment.
Among the pro-tolerance strategies, compart-mentalized secretion and the
accumulation of high levels of decidual PRL in the amniotic cavity have been
suggested as a mechanism to maintain an immunologically privileged milieu
into this compartment (Kletzky et al., 1985). Additionally, clinical evidence
indicates that the lowest levels of amniotic PRL coincide with the onset and
progression of normal labor (Rigg and Yen, 1977).

Parturition is a multifactorial event associated with a massive pro-inflammatory
reaction (Luciano and Varner, 1984; Garzia et al., 2004). During this process,
cytokines, such as TNF-a, IL-13, and IL-6, induce the secretion of effector
factors, such as MMPs and PGs, which induce deep immunological and
structural changes in fetal and maternal tis-sues.

This study provides new evidence demonstrating that the co-sti-mulation
of primary cultures of human fetal membranes with PRL in similar
concentrations during pregnancy can inhibit the LPS-induced secretion of
TNF-a and IL-1f but not IL-6 nor IL-10.

+
Dex

TNF-a is a pro-inflammatory molecule that plays a key role in the mechanism
that governs normal and pathological parturition (Charpigny et al., 2003; Zaga
et al., 2004). TNF- a is mainly produced by the choriodecidua in response to
different pathogens associated with preterm labor (Menon et al., 2009), it is
noteworthy choriodecidual TNF-a has been demonstrate to decrease
myometrial viability and in-duce apoptosis (Leroy et al., 2007).

Herein, we also confirm that after choriodecidual stimulation with LPS, TNF-
a is the first cytokine produced by fetal membranes, as re-ported in an
experimental model of intra-amniotic infection in rhesus monkey (Gravett et
al., 1994).

Consistent with our hypothesis, high levels of amniotic PRL are required to
maintain pro- and anti-inflammatory cytokines in equili-brium. Our results
demonstrate that co-stimulation with 4000-ng/mL PRL, which is present in
amniotic fluid during the second trimester (Kletzky et al., 1985) was the only
strategy capable of inhibiting LPS-induced TNF-a secretion. However, this
effect was reverted when the membranes were co-incubated with a
JAK2/STATS pathway inhibitor, indicating that this inhibition is PRL
dependent (Thomas et al., 2015).

Fig. 4. IL-10 secretion of choriodecidua (CHD) and amnion (AMN) in response of different
treatments in transwell system. The production of IL-10 was measured at 48 h after treatments.
Bars show mean values of triplicates + SE of nine independent experiments. * p < 0.001 vs.
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These results are in agreement with previous evidence indicating that PRL can
inhibit the basal production of TNF-a in term human fetal membranes (Zaga-
Clavellina et al., 2014a,b); however, other studies involving LPS-stimulated
whole blood cultures showed that co-stimu-lation with high levels of PRL (300
ng/mL) upregulated TNF-a, sup-porting the concept of the tissue-specific
action of PRL (Brand et al., 2004).

IL-1PB is also an infllmmatory modulator that plays a central role during labor
at term (Chao et al., 1994). Indeed, maternal and fetal tissues, such as fetal
membranes, produce high levels of this cytokine during the onset and
progression of labor under both physiological and pathological conditions
(Chao et al., 1994; Gomez-Lopez et al., 2017), including infection (Menon et
al., 2009).

As expected, in the present work, choriodecidual stimulation with LPS induced
significant increases in IL-1f in both the amniotic and choriodecidual regions.
However, as indicated by previous evidence, the presence and activity of IL-
18 in the amniotic cavity is the result of the diffusion of IL-1 8 secreted from
the choriodecidual region though the fetal membranes (Menon et al., 1995).
Whereas only the highest concentration of PRL effectively down-regulated
TNF-a, LPS-induced IL-1( was significantly inhibited by a wide range of PRL
concentrations. This effect may explain the differ-ential immune-modulatory
capacities of this hormone. The anti-IL-1( effect of PRL is very important in a
variety of contexts; indeed, evidence suggests that this cytokine per se can
induce labor after its intra-am-niotic infusion in pregnant rhesus macaques
(Bethea et al., 1998).

The capacity of PRL to block the secretion of IL-1f could eventually limit
various cytotoxic effects, including apoptosis (Fortunato and Menon, 2003) and
the synthesis and secretion of chemokines such as IL-8, PGs, and MMP-9,
which can stimulate intense contraction patterns and modify the structural
continuity and weakening of fetal mem-branes, respectively (Moore et al.,
2006; Sadowsky et al., 2006; Zaga-Clavellina et al., 2014a,b).

Understanding the complex interrelations between PRL and pro-inflammatory
cytokines is challenging, and evidence shows that in-fusing IL-1f into the
amniotic cavity decreases the amniotic PRL level and leads to the initiation of
labor (Bethea et al., 1998); this effect has been also reported in human decidual
cells (Jikihara and Handwerger, 1994) and T lymphocytes (Gerlo et al., 2005).
Additionally, there is evidence that demonstrate that immunological
challenges, such as LPS, TNF-q, or IL-1f3, can downregulate the synth-esis and
secretion of PRL in human decidual cells (Vic¢ovac et al., 1994) and peripheral
immune cells (Chao et al., 1994).

Altogether, these results suggest that once the immune privilege of the
maternal-fetal interface has been violated, the immunomodulatory
mechanisms, such as PRL, are eventually blocked/downregulated until
conditions incompatible with the continuation of gestation develop.

Although IL-18 and TNF-a are considered the main inflammatory modulators
coordinating labor, in the context of infection, IL-6 is be-lieved to be the best
biomarker and has been implicated in the termi-nation of pregnancy (Luciano
and Varner, 1984).

In the present work, the co-stimulation of explants with the highest PRL
concentration did not decrease in a significant way the secretion of IL-6. In
contrast, the inhibition of IL-6 by PRL has been reported in rat decidual cells
(Martinez-Neri et al., 2015) and trauma-hemorrhage animal models (Knoferl et
al., 2000).

In contrast, IL-10 belongs to the group of immunological modulators that the
maternal-fetal interface expresses to limit the immunological hostility against
the fetus and favor the induction and maintenance of allograft tolerance; its
expression during pregnancy is maximized in mid-pregnancy and declines at
term. This anti-inflammatory cytokine is abundantly expressed/secreted by the
amnion and choriodecidual re-gion in human fetal membranes and is involved
in the response to a variety of immunological/infection challenges (Robertson
et al., 2006; Zaga-Clavellina et al., 2014a,b).
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Although the capacity of PRL to increase I1L-10 has been extensively studied
in professional immune cells (Brand et al., 2004; Matalka, 2003), in the present
study we did not find a significant effect of PRL on IL-10. However, this could
suggest alternative tissue-specific anti-in-flammatory mechanisms.

In fact the magnitude and type of effect induced by PRL was clearly cytokine
dependent since, for example, the dose-response effect on IL-18 was quite
different from that on TNF-a. This could also suggest the presence of some
cytokine- as well as tissue-specific regulatory me-chanisms.

We would like to clarify that there is evidence supporting that MTX can inhibit
the JAK2-STATS5 pathway (Thomas et al., 2015), however, its specificity is yet
controversial; therefore, more experiments are re-quired to fully demonstrate
the specific pathway that PRL uses to exert the immune-modulatory effect that
we show herein. Ideally we would like to design our next experimental
approach using a pure prolactin receptor antagonist.

Altogether, these results support the concept that once an in-flammatory
condition, such as an infection, becomes established in the maternal-fetal
interface, the crosstalk between the immune and endo-crine systems is deeply
modified.

5. Conclusion

The capacity of PRL to limit the secretion of TNF-a and IL-1 si-multaneously
and, thus, maintaining IL-10 secretion level unmodified may be involved in the
compensatory mechanism developed by the maternal-fetal interface to limit
robust inflammatory responses, which can negatively affect gestation.
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