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RESUMEN

Introduccion: La coriodecidua humana (CDH) regula en el embarazo la actividad
inmunologica. Se ha demostrado en otros sistemas celulares que los pequeiios RNA
no codificantes participan en la respuesta inflamatoria. El principal objetivo en este
estudio fue identificar la expresion diferencial del miR-372-5p en el tejido de la
coriodecidua humana después de la estimulacién con Escherichia coli.

Material y Métodos: El tejido de la CDH fue estimulado con E. coli (102, 104, 10°, y 10°
UFC/ml) y el medio de cultivo fue recuperado a las 3, 6, y 24 horas. El RNA se obtuvo
a partir de 500 pL del medio de cultivo al cual se le adiciond el mismo volumen del
reactivo de TRIzol y se determiné el perfil de expresion del miR-372 mediante la
retrotranscripcion (RT) obteniendo el cDNA y posteriormente se realizd la
amplificacion en cadena de la polimerasa (PCR). Las bandas de expresion fueron
determinadas mediante el programa de ImageJ. La cuantificacién de la IL-1p se realizé
mediante el ensayo inmunoenzimatico de ELISA. Los datos son presentados como la
media + desviacion estdndar y se tomé una diferencia significativa menor a 0.05.

Resultados: Al estimular por 3-horas al tejido de la CDH con E. coli (104, 10°, y 106
UFC/mL) observamos el incremento 1.14-, 1.2-, y 1.2-veces la expresion del miR-372-
5p respectivamente; sin embargo, no fue estadisticamente significativa con respecto
al grupo control (p =0.189; fig. 10B). A las 6-horas de estimulacién con E. coli (10%, y
10° UFC/mL) observamos un aumento significativo en la expresion del miR-372-5p en
la CDH de 1.1-, y 1.4-veces con respecto al grupo control (p <0.05, fig. 11B). A las 24
horas de estimulacién con E. coli 102, 10% 10° y 10® UFC/mL observamos una
disminucion significativa en la expresion del miR-372-5p de 1.2-, 1.2-, 1.6-, y 1.7-veces
con respecto al grupo control (p <0.05, fig. 12B). En estos mismos ensayos
demostramos que a las 3-horas de estimulacién E. coli 10° y 10° UFC/mL aumenta
significativamente la concentracion de IL-1 en 1.6- y 3.5-veces respectivamente con
respecto al grupo control (p <0.05). A las 6-horas de la estimulacién con E. coli 107,
10%, 10%, y 10® UFC/mL se increment6 1.2-, 1.2-, 6.19-, y 9.5-veces respectivamente
la secrecion de la IL-1p con respecto al grupo control (p £0.05). Finalmente, a las 24-
horas de la estimulacién con E. coli 10?2, 104, 10°, y 108 UFC/mL se increment6 2.8-,
5.1-, 11.7-, y 24.8-veces respectivamente la secrecion de la IL-13 con respecto al
grupo control (p <0.001).

Conclusion: Escherichia coli induce la expresion del miR-372-5p modulando la
secrecion de la IL-13 con respecto al tiempo de estimulacion.

Palabras clave: Coriodecidua, Escherichia coli, microRNAs, respuesta inmune innata.



ABSTRACT

Introduction: Choriodecidua (CHD) regulates immunological activity during pregnancy.
It has been demonstrated in other cellular systems that non-coding small RNAs are
involved in the inflammatory response. The main objective in this study was to identify
the differential expression of the miR-372-5p in the tissue of the human CHD after its
stimulation with Escherichia coli.

Material and Methods: CHD tissue was stimulated with E. coli (102, 104, 10°, and 10°
CFU/ml) and the culture medium was recovered at 3, 6, and 24 hours after. RNA was
obtained from 500 pL of this culture medium adding the same volume of TRIzol
reagent. Expression of miR-372 was determined by retrotranscription (RT), obtaining
in this way the cDNA. Subsequently its amplification was carried out through PCR. The
expression bands were determined with the ImageJ program. The quantification of the
IL-1B was carried out by means of ELISA technic. Data are presented as the mean +
standard deviation taking into account a P< to 0.05 as significant difference.

Results: When stimulating for 3 h the CHD tissue with E. coli (104, 10°% and 10°
CFU/mL) a 1.14-, 1.2-, and 1.2-fold increase in miR-372-5p expression respectively
was observed; although these changes were not statistically different to the control
group (p =0.189; fig. 10B). Contrarily, 6 h after stimulating with E. coli (10%, and 10°
CFU/mL) a significant increase in miR--372-5p expression in CHD of 1.1-, and 1.4-
fold in comparison to the control group (p <0.05, fig. 11B) was evident. By contrast, 24
h after bacterial stimulation (102, 104, 10° and 10® CFU/mL) a significant decrease in
miR-372-5p expression of 1.2-, 1.2-, 1.6-, and 1.7-times with respect to the control
group (p <0.05, fig. 12B) was found. In these same trials we demonstrated that 3-hour
of stimulation with E. coli (10° and 10° CFU/mL) are sufficient to increase the
concentration of IL-1f in 1.6- and 3.5-times respectively regarding the control group (p
<0.05). Similarly, at 6-hour of such a stimulation (102, 104, 10°, and 10® CFU/mL), the
secretion of IL-18 increased by 1.2-, 1.2-, 6.19-, and 9.5-fold, respectively versus the
control group (p <0.05). Finally, 24-hours after the stimulation (102, 104, 10°, and 10°
CFU/mL), the secretion of IL-1p showed an increase of 2.8-, 5.1-, 11.7-, and 24.8-fold
respectively with respect to the control group (p <0.001).

Conclusion: The stimulation with Escherichia coli of CHD tissues induces miR-372-5p
expression by modulating the IL-1B secretion as a time-dependent function.

Key words: Chorio-decidua, Escherichia coli, microRNAs, innate immune response.



1.0INTRODUCCION

El parto pretérmino se define como el nacimiento previo a las 37 semanas de
gestacion y se estima que afecta del 5 al 18% de los embarazos. Es la primera causa
de muerte neonatal y la segunda causa de muerte infantil en nifios menores de 5 afios,
debido al aumento del riesgo de complicaciones a corto plazo resultantes de la
inmadurez del sistema multiorganico asi como a desordenes en el neurodesarrollo,
como son la paralisis cerebral, deficiencias intelectuales asi como alteraciones
visuales y auditivas (1, 2). Econdmicamente, representa una causa importante de
discapacidad ajustada por afios de vida (niumero de afios perdidos por enfermedad,
discapacidad o muerte temprana) y en Estados Unidos, el costo estimado por afio

generado por este problema alcanza los 26 billones de ddlares (3).

Aproximadamente, dos tercios de los nacimientos prematuros ocurren después del
inicio espontaneo del trabajo de parto, mientras que el resto estd inducido
médicamente debido a complicaciones maternas o fetales tales como la preeclampsia,
la restriccion fetal del crecimiento intrauterino entre otras (4). Se ha descrito que el
parto pretérmino espontaneo es un sindrome asociado no solo a un evento sino a un
conjunto de mecanismos patoldgicos responsables de desencadenar un incremento
en las contracciones uterinas, una dilatacion cervical y una ruptura prematura de las
membranas (figura 1). Sin embargo de estos, solo la infeccidn intraamnidtica se ha

relacionado causalmente con el parto prematuro espontaneo (5).

Las membranas fetales humanas (MFH) se forman a partir de las células del epiblasto
del embrién en desarrollo y da origen tanto al epitelio amniético como al tejido de la
coriodecidua (6). Las MFH, son una entidad altamente organizada y dinamica que
proporcionan proteccion mecéanica e inmunolégica al desarrollo fetal (7-9). A lo largo
del embarazo las MFH se encuentran en un estado latente, caracterizado por
diferentes mediadores entre los que se encuentran las interleucinas (IL- 4, IL-10), el
factor de crecimiento tumoral tipo 1-beta (7), asi como de la progesterona (P4) (10,
11); sin embargo, este perfil cambia hacia el final del embarazo hacia un tipo
proinflamatorio caracterizado por la secrecién de citocinas como la interleucina de tipo
1-beta (IL-1B) y el factor de necrosis tumoral tipo alfa (TNF-a), quimiocinas (IL-8),
marcadores uteroténicos como la prostaglandina (PGE) los cuales promoveran en su

conjunto la secrecidon de las metaloproteasas de matriz extracelular de tipo



colagenolitica (MMP-2 y -9) que comprometeran la fuerza y organizacion de las MFH
(11). Recientemente, se ha demostrado la participacion de una clase de RNA
pequefios no-codificantes denominados microRNAs (miRNAs) los cuales estan
implicados con la regulacién de la respuesta inflamatoria (12, 13). Los miRNAs
constituyen una amplia familia de moléculas de RNA con un tamafio de
aproximadamente 21 nucledtidos, estas pequefias moléculas controlan la expresion
génica post transcripcional al silenciar la traduccion del RNA mensajero o al promover
su degradacion en el citoplasma. Se sabe que varios miRNAs intervienen en la
traduccion de proteinas que participan en la respuesta inmunoldgica innata asociadas
a los receptores de tipo Toll como son el complejo de MyD88, TRAF6/IRAK1 y en la
proteina de NF-xB (14, 15).
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2. ANTECEDENTES
2.1 Epidemiologia y etiologia de los nacimientos prematuros

En la actualidad, la estimacion de la tasa de nacimientos prematuros a nivel mundial
resulta complicada debido a la falta de registros sistematicos de los nacimientos, a
estimaciones imprecisas de la edad gestacional y a errores en la clasificacion de los
recién nacidos con o sin vida. Se estima que en el 2014, la tasa global de recién
nacidos pretérmino vivos fue de 10.6% (Ul 9.0-12.0), equivalente a 14.84 millones,
similar a la tasa calculada en 2010 (16). Aproximadamente el 85 % de los recién
nacidos prematuros corresponden a la prematurez tardia (32-37 sdg), el 10% a la
premadurez extrema (28-31 sdg) y el 5 % a la prematurez muy extrema (<28 sdg) (17)
y de estos se estima que mas del 80% resultaron de paises asiaticos y de Africa Sub-
Sahariana (figura 1).

7000- E@ Nacimientos pretérmino <28 sdg
1 Nacimientos pretérmino 28-<32 sdg

[] Nacimientos pretérmino 32-<37 sdg
6000 -

5000 4 “' l
4000 4
3000 - J;

Numero de partos pretérmino (x1000)

2000 ‘l'
f T & 1 |
1000 T
0 T T T T T
Norte de Ameérica Bages Aita cantial Asia Afri .
Africa y Asia Latinay d axs;sd 2 a“_e_ tal sub-orienta b S;La, Sur de Asia
accidental Caribe esarroliados  y orienta y Oceania su 1ariana
Total de numero n=8400 n=10800 n=14300 n=19100 n=11200 n=32100 n=38700
de nacimientos
por region (x1000)
Pretermino (%) 8-9% 8.6% 8.6% 7-4% 13-5% 12:3% 13:3%

Figura 1. Estimacion de nacimientos pretérmino por region y edad gestacional en el afio 2010.
imagen tomada de Blencowe (17).
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En un estudio Canadiense se evalu6 la mortalidad neonatal asociada al nacimiento
pretérmino y al peso pequefio para la edad gestacional. Se observo que la tasa de
mortalidad resulté inversamente proporcional a la edad gestacional y esta fue 100
veces mayor en infantes pretermino con un peso pequefo para edad gestacional en
comparacion con aquellos nacidos a término con un peso al nacimiento mayor al
percentil 5. Este riesgo fue especialmente prominente en infantes menores de 29 sdg
(18) (figura 2). En la estadistica del Instituto Nacional de Perinatologia (INPer) del
2014 al 2018 se encontr6 que del total de nacimientos, el 43 % fueron pretérminos
(figura 3) y de esos recién nacidos, el 79% fueron pretérminos tardios, el 15% entre
las 29-32 sdg y el 6% correspondian a la prematurez extrema (<28-26 sdg) (figura 4).
Las causas mas frecuentemente asociadas a la muerte de los recién nacidos fueron
las malformaciones congénitas incompatibles con la vida (cardiopatias, trisomias,
hernias diafragmaticas, etc..), complicaciones de la prematurez e infecciones (figura
5).

% vivos (IC 95%)

Tasa de mortalidad neanatal par 1000 nacide

Semanas de gestacion al naomiento
L2 an 170 119 1280 1405 1M 11 2945 a4 $§82 LIS? U 754 111587 120880 455354 SR8 LW
Totad de nacidos vivos
Figura 2. Tasa de muerte neonatal antes de 28 dias entre los nacidos vivos Unicos por edad gestacional
y en la presencia (rojo) o ausencia (azul) de recién nacidos pequefios para edad gestacional con un
peso menor al percentil 5. Imagen modificada de Ray (18).
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Figura 3. Numero de nacimientos por edad gestacional en el INPer del 2014 al 2018
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Figura 4. Namero de recién nacidos pretérmino muertos en el INPer del 2014 al 2018
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Figura 5. Causas de muerte en recién nacidos pretérmino en el INPer del 2014-2018

Comprender la causalidad del parto pretérmino espontaneo requiere entenderlo como
un sindrome asociado al desenlace de diferentes vias fisiopatolégicas y el
desencadenamiento de estos mecanismos podrian estar a su vez asociados a
diferentes factores de riesgo socio-demograficos y ambientales como; la edad
materna, el nivel socio-econdmico bajo, la raza étnica, los antecedentes personales o
familiares de parto pretermino, el consumo de sustancias toxicas, el intervalo
intergestacional corto (<6 semanas) (19) (tabla 1). Sin embargo, la infeccién
intrauterina es la Unica asociada causalmente con el parto pretérmino espontaneo (5,
20).
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Tabla 1. Factores de riesgo asociados a parto pretérmino espontaneo.

Factor de riesgo

RR para Parto pretérmino < 37 sdg (IC 95%)

Antecedente de parto pretérmino
Intervalo intergenésico corto (<6 meses)
Peso bajo pregestacional IMC
Nivel socio econémico bajo
Malformacion congénita uterina (defectos de canalizacion)
Ej. Septo uterino
Malformacion congénita uterina (defectos de unién)
Ej. Utero Bicorne
Tabaquismo materno
Consumo de cocaina
Consumo de opioides
Factores de riesgo del embarazo
Acortamiento de lalongitud cervical en 2do trimestre

Desprendimiento de placenta o sangrado transvaginal en el ler

2.62 (1.99-3.44)
1.40 (1.24-1.58)
1.32 (1.10-1.57)
1.66 (1.06-2.61)
2.14 (1.48-3.11)

2.97 (2.08-4.23)
1.27 (1.21-1.33)
3.53 (1.65-7.56)

2.86 (1.11-7.36)

6.9 (4.3-11.1)
1.62 (1.22-2.17)

0 2do trimestre

RR: riesgo relativo, IC: intervalo de confianza, IMC: indice de masa corporal.

2.2 Las infecciones durante el embarazo

Se estima que uno de cada cuatro bebés prematuros nace de madres con una
infeccion intraamnidtica (21), y aproximadamente el 50% de los nacimientos
pretermino y el 70% de las rupturas prematuras de membranas se asocian a una
infeccion intraamnidtica e inflamacion (22, 23). Del mismo modo, una "inflamacién
intrauterina estéril" también se describe como un posible desencadenante del parto
prematuro y la RPM (24). Se han encontrado microorganismos aislados del liquido
amniético similares a los encontrados en el tracto genital inferior, por lo tanto, la via
ascendente se considera la via de infeccion mas frecuente. Del mismo modo se han
encontrado bacterias involucradas en enfermedades periodontales en el liquido
amniético, lo que sugiere que también puede ocurrir diseminacion hematdégena con
pasaje transplacentario (25). En efecto, el cambio del miometrio de un estado
guiescente a un estado contractil se acompafia de un cambio en la sefializacién de
las vias antiinflamatorias por vias proinflamatorias; activando quimiocinas
(Interleucina-8), citocinas (Interleucinas-1y 6) y produccion de proteinas asociadas a
la contraccién como prostaglandinas, conexina 43 y la expresion de receptores de

oxitocina. La maduracion cervical estd mediada por cambios en las proteinas de la
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matriz extracelular que incluyen una pérdida en la reticulacion del coladgeno y un
aumento en los glicosamino-glicanos, asi como cambios en la barrera epitelial. La
activacion decidua/membrana se refiere a los eventos anatomicos y bioquimicos
involucrados en la separacion de las membranas corioamnioticas de la decidua v,
eventualmente, la ruptura de la membrana (RPM). El conjunto de sefalizaciones se
acompafa por un aumento tanto en la expresion de citoquinas inflamatorias (TNF-q,
IL-1B, vy -6), metaloproteasas de matriz extracelular (MMP-8 y MMP-9), asi como de

la fibronectina oncofetal y apoptosis celular (figura 6) (26).
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Figura 6. Mecanismos de induccién de trabajo de parto pretérmino por microorganismos. (A)
Bacterias provenientes del tracto genital bajo ascienden a la cavidad intramniética y estimulan la
produccion de quimiocinas (IL-8) y citocinas (IL-18 y TNF-a), a su vez estas estimulan la produccion de
otros mediadores de inflamacion (prostaglandinas y especies reactivas de oxigeno) y metaloproteasas.
Estos productos pueden desencadenar las contracciones del miometrio y favorecer la ruptura de las
membranas. (C) Membranas corioamnibticas sin evidencia de inflamacion. (D) Membranas
corioamnidticas de un paciente con infeccion intraamniotica. Infiltracion de células inflamatorias
maternas al corion y amnios. Imagen tomada de Romero (5)

En el 30 % de los casos de infecciones intraamnidticas, las bacterias fueron
identificadas en la circulacién fetal resultando en una respuesta inflamatoria sistémica
fetal. Estos fetos desarrollan un compromiso multiorganico que incrementa los riesgos

de complicaciones a largo plazo como la paralisis cerebral y enfermedad pulmonar
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cronica. Este hecho subraya que las complicaciones de los bebés prematuros no solo
son causa de la inmadurez sino también a causa del proceso inflamatorio. Esto tiene
implicaciones importantes ya que se ha visto que el uso de agentes antiinflamatorios
durante el periodo neonatal pudiera revertir estas condiciones (27).

Pero ¢por qué algunas mujeres desarrollan una infeccion intraamiética mientras la
mayoria no lo hace? Estudios recientes han demostrado que la heterogeneidad en la
respuesta inflamatoria (citocinas, quimiocinas y receptores tipo Toll) y en el
microambiente bacteriano estan asociados con los factores de riesgo para la infeccion
intraamniodtica y el parto pretérmino, de ahi que se identifiqguen ciertos grupos étnicos

propensos a desarrollar estas condiciones (28, 29).

2.3 Tipos de RNA

El &cido ribonucleico (RNA) es una molécula de sintesis celular conocida
principalmente por su papel en la exportacion de informacion genética desde el nucleo

hacia el citoplasma donde normalmente se traduce a proteinas (fig. 6) (30).
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Figura 7. Tipos de RNA clasicos y no-clasicos. Se muestra la estructura y numero de nucleétidos
aproximados del RNA clasicos: mensajero (MRNA), ribosomal (rRNA), de transferencia (tRNA) y no-
clasicos RNA no codificante (ncRNA) entre los que se encuentra el de interferencia (siRNA) y los
microRNAs (miRNAS).

El acido ribonucleico (RNA) comprende una gran variedad de moléculas con distinta
longitud, estructura y funciones. En términos generales los RNA clésicos o
codificantes estan implicados directamente con la sintesis de proteinas, y estos
incluyen 3 subtipos: 1) RNA mensajero, que transporta la informacion génica desde el
nacleo hacia el citoplasma, en un proceso denominado transcripcion (31) éstas
moléculas miden alrededor de 1000 nt (32); 2) RNA ribosomal que constituye la
estructura fundamental de los ribosomas, (2/3 rRNA y 1/3 proteina) en eucariontes se
agrupa en subunidades 60S (Subunidad grande o LSU) y 40S, (Subunidad Pequefia
0 SSU). La LSU actia como Ribozima, catalizando la formacién de enlaces peptidicos;
los ribosomas tienen 3 sitios de union denominados A, P y E, el sitio A se une a un
aminoacil-tRNA, el sitio P contiene el enlace éster del peptidil-tRNA del dltimo
aminodacido en la cadena en crecimiento, y el sitio E, que recibe al tRNA que estaba
sujeto dentro del ultimo aminoacido (32) los ribosomas pueden fragmentarse en
subunidades S (la S representa unidades Svedberg, una unidad no-métrica del
coeficiente de sedimentacion, que mide la velocidad a la que una particula se
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sedimenta) (33); y 3) RNA de transferencia, una molécula adaptadora de 76-90
nucleotidos que funciona como un vinculo fisico entre el mMRNA y los aminoéacidos [63].
Intercambiar tripletes de nucledétidos por el aminoacido correspondiente de acuerdo a
la complementariedad de pares de bases con el RNA mensajero, (codon-anti-codon)
(34) (fig. 6); sin embargo, recientemente se han descubierto nuevos tipos de RNA,

denominado RNA no codificante con funciones novedosas.

2.4 Los miRNAs

Los microRNAs (miRNAs) constituyen una amplia familia de moléculas de RNA no
codificante de alrededor de 21 nucledtidos. Estos se descubrieron hace mas de 20
aflos como reguladores post transcripcionales clave de la expresion génica (35). El
papel regulador de estas pequefias moléculas de RNA ha comenzado a ser explorada
en el sistema reproductor humano. Originalmente descubiertos en el nematodo
Caenorabditis elegans, estas pequefias moléculas controlan la expresion génica post
transcripcional al silenciar la traduccion del RNA mensajero o al promover su

degradacion en el citoplasma (35).

2.5 Biogénesis de los miRNAs

Los miRNAs se transcriben mediante la RNA polimerasa Il y/o RNA polimerasa llI
como un transcrito largo inicial de 100-1000 nucleétidos, denominado pri-miRNAS, o
miRNa primario, el cual estd usualmente encapuchado en el extremo 5y poliadenilado
en el extremo 3". Los pri-miRNAs son procesados secuencialmente mediante las
ribonucleasas Drosha y Pasha (DGCR8) para generar un pre-miRNA de 60-70
nucleétidos, el cual tiene un fosfato 5° y un segmento sobresaliente de 2 nucléotidos
en el extremo 3" (fig. 7) (12). Estos productos son posteriormente exportados al
citoplasma mediante la exportina-5 (36) donde se unen a la ribonucleasa Dicer y son
procesados para generar una doble cadena miRNA:miRNA (37). Por ultimo, se
propone que una helicasa (aun no caracterizada) desdobla el duplex y forma los
miRNA maduros (fig. 7) (33).
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Figura 8 Biogénesis y maduracion de los miRNAs. El proceso se inicia en el nacleo
al activarse las secuencias genéticas del miRNA activado mediante la RNA polimerasa
de tipo Il (transcripcion) generando el transcrito primario (pri-miRNAs) el cual es
procesado por el complejo de Drosha y (RNAsa lll) y la proteina DGCR8 (DiGeorge
syndrome critical region gene 8) y forman un complejo llamado microprocesador como
se muestra. La RNAsa lll (Drosha) a través de su dominio de unién a RNA de doble
cadena (dsRBD) reconoce al substrato del pri-miRNA, y mediante sus dominios de
RNAsa Il (RIllds a-b) escinden las cadenas laterales del pri-miRNA para formar un pre-
miRNA. Posteriormente, la exportina 5 junto con el cofactor RAN transportan los pre-
miRNA del ntcleo al citoplasma. En el citoplasma, la RNAasa de tipo Il (Dicer) procesa
al pre-miRNA generando al miRNA duaplex de aproximadamente 22 pares de bases.
Posteriormente el miRNA duplex es reconocido por secuencias del complejo de
argonauta tipo 2 (AGO2) los cuales concluyen con las ediciones dando lugar al miRNA
maduro el cual regulard diversas sefiales en la misma célula o en células vecinas o
incluso ser transportadas a otros sitios mediante la circulacion sanguinea. Cuando Dicer
ha generado a la molécula de miRNA madura este permanece unido y posteriormente
es liberado por una helicasa. Modificado de Bartel (38).

Estos miRNAs maduros se incorporan al complejo silenciador inducido por RNA
(RISC) y se unen a la secuencia complementaria 3’'UTR de su blanco de mRNA
especifico. Esto resulta en la inhibicion de la traduccion de mRNA o promueve su
degradacion y conduce al silenciamiento génico post transcripcional, (PTGS) (39).
Ademas, el silenciamiento génico post transcripcional inducido por RNA (RITS) que
utiliza Agol en lugar de Agoll en su complejo efector, fue descrito hace mas de una
década (40). Dicho complejo ejerce modificaciones DNA/Histona, (por ejemplo,
metilacion) en el genomay por lo tanto desencadena el silenciamiento génico. Aunque
se ha identificado el RITS en diversas especies, su presencia aun no se ha
demostrado en el ser humano. En la mayoria de los casos, la region “semilla” (las 7-8
pares de bases después de la primera o segunda base del extremo 5 del miRNA)

complementa de forma perfecta la secuencia blanco de mRNA. El apareamiento de
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bases de nucledétidos también ocurre en el extremo 3"del miRNA, aunque se cree que
es mas débil y de menor importancia que el apareamiento 5. Los desajustes del
duplex miRNA:miRNAs ocasionan la generacion de estructuras protuberantes en la
region central, lo cual podria ser util en la regulacion de mRNA. Debido a lo pequefio
de los elementos de reconocimiento, el mismo miRNA puede reconocer cientos de

genes blanco, y asi, cada gen puede ser blanco de varios miRNAs (41).

2.6 Relacion de los miRNAs y la respuesta inflamatoria

Taganov y colaboradores demostraron que al estimular a monocitos humanos (THP-
1) con 1 pg/mL de lipopolisacéarido (LPS-Escherichia coli) se incrementa la expresion
del miR-132 -146, y -155 los cuales estuvieron asociados con el aumento en la
expresion del factor nuclear de tipo kB (NFkB) asociado a la secrecion de la IL-1B y del
TNFa (42). Hoy en dia se sabe que miR-146a es un regulador importante en la
sefalizacion de TLR-4 por medio de la cascada de sefalizacién de MyD88 como parte

de una respuesta inmune inflamatoria (fig. 8).
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Figura 9. Funcion del miR-146a La cascada de sefializacién que se activa en presencia de LPS
comienza por un receptor de tipo toll (comunmente TLR-4), contindia con las proteinas citosoélicas a
partir de MyD88 y a partir de fosforilaciones activa al factor de transcripcion NF-kB, quien activa los
genes de citocinas. IRAK1 es parte de esta transduccién y miR-146 inhibe a su RNA mensajero,
impidiendo su sintesis y consecuentemente no se lleva a cabo toda la sefializacién. miR-146 actla
como inhibidor de la expresién de genes de citocinas, especificamente IL-8 e IL-1b. Imagen modificada
de Janeway (2012).
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Wang y colaboradores (2015) demostraron que al transfectar a células de fibroblasto
sinovial con miR-451 se reduce la via de sefalizacion de la p38 MAPK involucrada

con la secrecidén de las citocinas inflamatorias (TNF-a, IL-1B e IL-6) (fig. 9) (9).
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Figura 10. Funcién del miR-451. La cascada de sefializacién que se activa en
presencia de LPS comienza por un receptor de tipo toll (cominmente TLR-2),
continla con las proteinas citosolicas a partir de MAP3K y a partir de
fosforilaciones puede conducir al desarrollo del fenotipo de senescencia (SP)
en células fetales humanas. Las células senescentes causan una respuesta
inflamatoria Unica que se conoce como fenotipo secretor asociada a la
senescencia (SASP). Con SASP, un conjunto Unico de citocinas
proinflamatorias, quimiocinas, factores de crecimiento, factores angiogénicos y
enzimas degradadoras de ECM. miR-451 puede actuar como inhibidor de la
expresion de p38 MAPK y su consecuente respuesta inflamatoria. La imagen
fue modificada de Bredeson y cols. (43).

22



3.0 JUSTIFICACION

Las infecciones durante el embarazo explican el 12% de los nacimientos prematuros,
la ruptura de prematura de las membranas fetales, el bajo peso de los recién nacidos
y la mortalidad materno fetal (20, 44-46). Las bacterias patdgenas que se establecen
en el canal cérvico vaginal ascienden a la cavidad uterina y de esta forma contactan
a las diferentes poblaciones celulares que conforman a las membranas fetales
humanas activando la respuesta inflamatoria (47-52) y la secrecion de diferentes

metaloproteasas de matriz extracelular (53, 54).

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

membranas fetales humanas (53, 55).

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

(miRNAS) los cuales regulan la secrecion inflamatoria (15, 56).

Los miRNAs controlan la expresion de genes especificos mediante la represion del
RNAm, ya sea por desestabilizacion del transcrito, inhibicion trancripcional o ambas;
sin embargo, recientes investigaciones han demostrado que también pueden unirse a
otras regiones como los exones codificadores de proteinas. También se encuentran
involucrados en muchos procesos biol6gicos como el desarrollo, funciones celulares
y control metabdlico. Se ha demostrados que los miRNAs se encuentran asociados y
participa activamente en numerosas patologias, incluyendo diferentes tipos de cancer
y patologias asociadas al embarazo. Ademas, se han identificado concentraciones de
miRNAs en el suero y plasma sanguineo con alta correlacion respecto a los tejidos
donde son producidos.

Recientemente Garcia-Rodriguez y colaboradores (2018) demostraron en pacientes
con evidencias clinicas de corioamnionitis la expresion diferencial del miRNA-106, -
126y, -146 con respecto a pacientes sanas con y sin trabajo de parto activo. En éste
mismo estudio se demostré que éste aumento esta asociado con la secrecion de IL-
1B; sin embrago, en este estudio no se demostro si el epitelio amnidtico o el tejido de
la coriodecidua participan activamente en la regulacion de la expresion de estos
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MiRNAs, por lo que en el presente estudio nos propusimos evaluar la expresion del
miR-372 y la secrecion de la IL-1B durante la estimulacion del tejido de la coriodecidua

con Escherichia coli en un modelo de infeccioén.

4.0 HIPOTESIS

H1 Escherichia coli aumentara la expresion del miR-372-5p en el tejido de la
coriodecidua de manera dosis dependiente con respecto al grupo control sin

estimulacion.

H2 La modulacion del miR-372-5p activara la secrecion de la IL-1B en el tejido de la

coriodecidua humana.
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5. OBJETIVO GENERAL

Identificar la expresion del miR-372-5p en el tejido de la coriodecidua humana después
de la estimulacion con Escherichia coli

5.1 Objetivos patrticulares

1. Evaluar la expresion del miR-372-5p en el tejido de la coriodecidua a las 3, 6,
y 24 horas después de la estimulacidon con diferentes unidades formadoras de
Escherichia coli.

2. Cuantificar la secrecion de la IL-1B en el tejido de la coriodecidua a las 3, 6, y
24 horas después de la estimulacion con diferentes unidades formadoras de
Escherichia coli.

3. Asociar los niveles de expresion del miR-372 y la concentracion de la IL-18 a

los mismos intervalos de tiempo y de concentracion.
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6.0 MATERIALES Y METODOS

Unidad de Tococirugia

Membranas fetales
sin trabajo de parto activo

Departamento de T Andlists Departamento de
Inmuncbioquimica I bacteriologico Microbiologia
Transwell
Estimulacion
E. coli

Coriodecidua

Medio de Cultivo

I

miR-372-5p I | IL-18 |

|

Andlisis de los
resultados

Procedimiento general del estudio. La toma de las membranas fetales se efectu6 en la unidad
de tococirugia, el analisis microbiol6gico se determind en el departamento de Microbiologia
y el desarrollo experimental se realizd en el Departamento de Inmunobioquimica.

6.1 Aspectos éticos

Previo al manejo experimental de las MFH se obtuvo el consentimiento informado de
las pacientes en donde se les explico la finalidad del proyecto de investigacion, el cual
fue aprobado por los comités de investigacidon y ética institucionales y cuenta con
namero de registro institucional 2017-2-82 (anexo 1). Se les informé que la obtencién
de las MFH sera tomada por la médico especialista (HCM) después del nacimiento de
su bebé y que este procedimiento no afectara con el bienestar de ella ni el de su bebé.
Finalmente, se le entrego la carta de consentimiento informado para que la paciente

firmara de manera libre (anexo 2).
6.2 Caracteristicas de las pacientes

Las membranas fetales humanas (MFH) fueron seleccionadas de pacientes con

embarazo Unico a término mayor o igual a 37 semanas de gestacion, sin trabajo de
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parto e intervenidas quirdrgicamente por cesarea y que no presenten signos y
sintomas evidentes de infeccion u otras patologias obstétricas asociadas a la

respuesta inflamatoria.
6.3 Disefio del estudio

Tipo de investigacion: Experimental

Tipo de disefio: Experimental biomédico.
6.3.1 Caracteristicas del estudio

a) Por la participacion del investigador: Analitico
b) Por la temporalidad del estudio: Transversal
c) Por la lectura de los datos: Prolectivo

d) Por el andlisis de datos: Analitico.
6.3.2 Unidades de observacion:

6.3.3 Tamafio de la muestra

Para cubrir con los objetivos planteados en el desarrollo del presente trabajo hemos
considerado obtener 9 membranas fetales humanas. Este nimero, fue designado
como resultado de la experiencia de nuestro grupo de investigacion, demostrado por
las publicaciones con respecto al uso del modelo de infeccién Garcia-Lopez (53, 54);
y la expresion de los miRNAs en las membranas fetales humanas (Garcia-Rodriguez,
2018).

6.3.4 Criterios de seleccion

Las membranas fetales humanas (MFH) fueron seleccionadas de pacientes con
embarazo Unico a término mayor o igual a 37 semanas de gestacion, que sean
intervenidas quirdrgicamente por cesarea y que no presenten signos y sintomas
evidentes de infeccibn u otras patologias obstétricas asociadas a la respuesta

inflamatoria.

6.3.5 Criterios de inclusion

Membranas fetales humanas a término igual o mayor a 37 semanas de gestacion,
cuyo embarazo sea Unico y resuelto por cesarea. Que no tuvieron datos clinicos de
trabajo de parto activo y/o ruptura de membranas fetales. Que no presentaron datos

clinicos de corioamnionitis y/o patologias asociadas a procesos inflamatorios.
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6.3.6 Criterios de exclusion
Membranas fetales humanas procedentes de pacientes que hayan recibido
tratamiento antimicrobiano por lo menos antes de 20 dias antes de la cirugia. La cual

se revisara en el expediente clinico y cuestiona a la paciente.

6.3.7 Criterios de eliminacion
Membranas fetales humanas que después del andlisis microbiolégico se reporte la

identificacion de bacterias Gram-negativas, Gram-positivas o bacterias atipicas.

6.3.8 Variables de estudio

Variable independiente

Tejido de la coriodecidua estimulada con diferentes unidades formadoras de colonias
de Escherichia coli (102, 104, 10°, y 108 UFC/mL).

Variable dependiente

Expresion del miR-372-5p y secrecion de la IL-1p3.

6.4 Obtencion y procesamiento de las membranas fetales

En la unidad de tococirugia, las MFH y la placenta fueron depositadas en el
contenedor quirdrgico y se separaron mediante un bisturi. Posteriormente, las MFH,
fueron depositadas en un frasco estéril para muestras biolégicas que contiene 20
mililitros de medio D-MEM vy fueron inmediatamente transportadas para su
procesamiento en el cuarto de cultivo que se localiza en el tercer piso de la torre de
investigacion.

6.4.1 Procesamiento y montaje de las membranas fetales humanas en el sistema de
Transwell.

La sangre adherida a las MFH fue quitada mediante una gasa estéril. Las MFH fueron
cortadas en piezas de aproximadamente 2 cm? y montadas en el sistema de Transwell
las cuales fueron cultivadas en cajas de 12 pozos como ha sido previamente reportado
(57).

6.4.2 Procedimiento de estimulacion

La region del tejido de la coriodecidua humana (CDH) fue estimulada con diferentes

cantidades de unidades formadoras de colonias de E. coli y realizamos una cinética
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de estimulacion a las 3, 6 y 24-horas. Se utilizaron UFC/mL de E. coli utilizamos como
referencia de turbidez el tubo numero 0.5 de MacFarland que representa
aproximadamente 108 UFC/mL. Se realizaron diferentes diluciones hasta obtener la
concentracion de bacterias requeridas.

La estimulacion de la CDH se realiz6 considerando los siguientes grupos
experimentales: 1) CDH sin estimular; 2) CDH estimulada E. coli (102 UFC/ml), 3) CDH
estimulada E. coli (10* UFC/ml), 4) CDH estimulada E. coli (10° UFC/ml), y 5) CDH
estimulada E. coli (108 UFC/ml).

En cada intervalo de tiempo el medio de cultivo fue recuperado y en cada caso las
muestras fueron centrifugadas a 5 000 rpm por 5 minutos. El sobrenadante fue
recuperado en tubo Eppendorf y almacenado a -70 °C hasta el andlisis de expresién
mediante la retrotranscripcion (RT) y amplificacion (PCR) a punto final, y para la
cuantificacion de la IL-13 mediante el ensayo inmuno-enzimatico tipo sandwich

(ELISA)
6.5 Determinacion de la expresion del miR-372-5p por el método de RT-PCR
6.5.1 Extraccion del RNA total

A 500 ul de medio de cultivo de cada procedimiento de estimulacion se le adicioné el
mismo volumen de TRIzol (InvitroGen; Carlsbad, CA) la mezcla se agitd
vigorosamente por 15 seg y se incubaron por 15 min a 30°C. Posteriormente a cada
muestra se les afiadié6 100 ml de cloroformo (Invitrogen), se agitaron por 15 seg. y
fueron incubadas por 5 min a 30°C. Al término las muestras fueron centrifugadas a

4 000 rpm por 15 min y la fase acuosa fue transferida a un tubo nuevo y se le agregé
550 pl de isopropanol (Invitrogen) y 1 pl de Glucdgeno (Invitrogen). Posteriormente se
incubaron por 1 hora a -20°C. Al término de este tiempo las muestras se centrifugaron
a 4 000 rpm por 30 min. Al pellet se le adicioné 1 ml de etanol al 100% y se agito
vigorosamente por 15 seg., y fue centrifugado nuevamente a 4000 rpm por 15 min. El
procedimiento se repitid una vez mas con etanol al 75%. El RNA fue evaporado toda
la noche a temperatura ambiente, y al dia siguiente fue hidratado con 20 ul de agua
inyectable.

6.5.2 Reaccion de RT
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Para la obtencion del cDNA se utilizo el kit Access RT-PCR System (Promega
Madison WI, USA). Se tomaron 7 ng de cada una de las muestras y se preparo el mix
de RT con 5 pL de Buffer AMV-Tfi 5X, 1 uL dNTP [10 mM], 2 uL MgSO4 [50 mM], 10
pL agua libre de RNAsas, 1 pL de AMV RT y 1 pL de iniciador especifico del miR-372-
5p cuya secuencia es 5-
GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAGAATA-3’

[20 pmol]. El iniciador fue diseiiado a partir del a secuencia de humano hsa-miR-372
maduro obtenida por el sitio web www.miRBase.org. La sintesis del cDNA se realiz6

durante 45 minutos a una temperatura de 45°C.
6.5.3 Reaccion de PCR

A partir del cDNA obtenido se trabajo con 10 pL del mismo y con un mix de PCR el
cual contenia 5 pL de Buffer AMV-Tfi 5X, 1 uyL dNTP [10 mM], 2 uL MgSO4 [50 mM],
10 yL agua libre de RNAsas, 1 pyL de Tfi, 1 pyL de iniciador especifico para PCR miR-
372-5p cuya secuencia es 5'-CGGCCGCCTCAAATGTG-3" [20 pmol] y 1 pL iniciador
universal [20 pmol]. Cada uno de los tubos fueron procesados en el termociclador con
el siguiente programa: 94°C para una elongacion inicial durante un minuto y 40 ciclos
con 94°C durante 30 segundos, 56°C en 30 segundos, 72°C durante 30 segundos. Se

realiz6 una elongacion final de 72° durante 10 minutos.
6.5.4 Expresion del miR-372

Los amplificados fueron sometidos en geles de agarosa al 4% a voltaje constante por
40 minutos y las bandas fueron visualizadas en luz UV. Las imagenes fueron
capturadas usando el sistema fotodocumentador (Gel Doc 2000. Bio-Rad, USA). El
perfil de las bandas del miR-451 y miR-146a en las diferentes condiciones
experimentales de infeccion fueron determinadas mediante la densidad O6ptica

utilizando el programa ImageJ (NIH; USA).

6.5.5 Determinacion de la IL-18

Para determinar la concentracion de IL-1B (DY201; R&D Systems) en el medio de
cultivo de los diferentes grupos experimentales se utilizo el ensayo de ELISA con las
recomendaciones de la casa comercial y como ha sido reportado previamente por

nuestro grupo de investigacion (53).
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La preparacion de las microplacas (Nunc-Immuno Brand products, Denmark) consistio
en la adicion del anticuerpo de captura para la IL-B (4.0ug/mL) y fue sellada con
membrana adhesiva (SealPleat; EXCEL Scientific) y fue incubada a temperatura
ambiente toda la noche a 4°C. Al finalizar la incubacion la placa fue lavada tres veces

con solucién de lavado que contiene Tween-20 al 0.05% en PBS (TPBS, pH 7.2).

A cada pozo de la placa se le afiadieron 300 pL de solucion bloqueadora (0.1% BSA,
0.05 % NaNs, PBS pH 7.2) y fue incubada por 2 horas a temperatura ambiente. Al

terminar la incubacion, la placa fue lavada nuevamente con la solucion de PBS.

La curva estandar para cada placa fue de 7 puntos con diluciones seriadas (2-veces)
teniendo la concentracion més alta de 10,000 pg/mL para la Hsp-70. En el resto de
los pozos de la placa se colocaron 100 puL de cada una de las muestras de los
diferentes procedimientos experimentales. La placa fue incubada por dos horas a
temperatura ambiente. Posteriormente, se le adicionaron 100 pL por pozo del
anticuerpo de deteccion Hsp-70 (100 ng/mL), se incubd nuevamente por dos horas a
temperatura ambiente. La placa fue lavada dos veces, y posteriormente se
adicionaron 100 pL por pozo de estreptadivina-HRP e incubadas nuevamente a
temperatura ambiente por 20 minutos y en oscuridad. La placa fue lavada con TPBSA,
se le adicionaron 100 pL por pozo de la mezcla 1:1 del sustrato colorimétrico (R&D;
DY999) que consiste en el reactivo A (H202) y B (tetrametilbenzidina), la placa fue
incubada por 20 minutos. La reaccién fue detenida mediante la adicion de 50 L por
pozo de H2SO4 2N. La placa fue leida a 450 nm (Dynatech MR5000). Los resultados
fueron expresados en unidades de pg/mL.

6.9 Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante la prueba de varianza (ANOVA). La
comparacion post hoc fue realizada mediante la medicion de Tukey. Se usé el
software de SigmaPlot (version 11.0; USA). Todos los valores son presentados como
la media * error estandar y en cada caso las mediciones se realizaron por duplicado.

Se tomé como diferencia estadisticamente significativa el valor menor a p=0.05.
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7.0 RESULTADOS

7.1 Caracteristicas de la poblacion de estudio.

La tabla 3 muestra las caracteristicas maternas y neonatales procedentes de las 9

MFH incluidas en el presente estudio. Los datos fueron obtenidos del archivo clinico.

Tabla 2 Caracteristicas maternas y neonatales de la poblacion de estudio.

Variables Maternas Embarazo a término (n=9)

Edad materna afios, media (min, max) 25 (17,44)

NuUmero de gestas

1n (%) 4 (44)

2n (%) 2 (22)

3n (%) 2 (22)

4 n (%) 1(11)

Variables neonatales Nifias (n=5) Nifios (n=4)

Edad gestacional semanas promedio (min, max) 38.8 37.6
(37-40) (37.5-39.5)

Peso Kg, promedio (min, max) 2989 2735

(2265-3480) (2520-3130)

Talla cm, promedio (min, max) 48.6 48.0

(47-50) (47-49)

Numero de muestras (n), porcentaje (%), valor minimo (min), valor maximo (max).

No se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas con respecto a la edad

gestacional, peso, y talla de los recién nacidos (tabla 3).

7.2 Perfil de expresion del miR372-5p
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7.2.1 Expresion a las 3-horas
La figura 10 muestra la banda de expresion (A) y su densidad 6ptica (B) en la region

estimulada de la CDH con Escherichia coli.

S
pb e ;
S Q. f
-EE—- | :
-g I

C+ C 10° 10° 10* 10 .9

£. coli (UFC/mL) 2

(7]

a

C 107 10* 10° 10°

E. coli (UFC/mL)

Figura 11. Perfil de expresiéon del miR-372-5p a 3 horas de estimulacion
con diferentes unidades de Escherichia coli sobre el tejido de la
coriodecidua. Se muestra la banda de expresion del miR-372-5p (A). En cada
caso se determind la densidad Optica (unidades relativas) de la banda de
expresion (B). Los datos se muestran como la media + desviacion estandar.

A las 3 horas observamos que la expresion del miR-372-5p en la CDH sin estimulacion
fue de 38.0+3.0 (fig. 10B). La estimulacién con E. coli (102 UFC/mL) mostré una
disminucién de 1.05-veces (36.33+4.5); sin embargo, no fue estadisticamente
significativa con respecto al grupo control (p=0.189). En la estimulacién con 104, 103,
y 10 UFC/mL observamos un incremento en la expresion del miR-372-5p de 1.14-,
1.2-y 1.2-veces; sin embargo, en todos los casos no fue estadisticamente significativa

con respecto al grupo control (p =0.189; fig.10B).
7.2.2 Expresion a las 6-horas

La figura 11 muestra la banda de expresion (A) y su densidad optica (B) en la region

estimulada de la CDH con Escherichia coli.
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Figura 12. Perfil de expresion del miR-372-5p a 6 horas de estimulacion con
diferentes unidades de Escherichia coli sobre el tejido de la coriodecidua.
Se muestra la banda de expresion del miR-372-5p (A). En cada caso se determiné
la densidad 6ptica (unidades relativas) de la banda de expresién (B). Los datos se
muestran como la media + desviacion estandar. Se muestra la diferencia
estadistica con respecto al grupo control (* p < 0.05).

A las 6 horas de estimulacion con E. coli 104, y 10° UFC/mL observamos un aumento
en la expresion del miR-372-5p en la CDH de 1.1-, y 1.4-veces con respecto al grupo
control (36.0; p <0.05, fig. 11B). De manera interesante la estimulacién con E. coli 108

UFC/mL disminuy0 la expresion del miR-372-5p (37.3+1.0).

7.2.3 Expresién a las 24-horas
La figura 12 muestra la banda de expresion (A) y su densidad éptica (B) en la region

estimulada de la CDH con Escherichia coli.

A las 24 horas de estimulacién con E. coli 102, 104, 10° y 108 UFC/mL observamos
una disminucion en la expresion del miR-372-5p en la CDH de 1.2-, 1.2-, 1.6-, y 1.7-
veces con respecto al grupo control (36.0; p <0.05, fig. 12B).
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Figura 13. Perfil de expresion del miR-372-5p a 24 horas de estimulacion con
diferentes unidades de Escherichia coli sobre el tejido de la coriodecidua.
Se muestra la banda de expresion del miR-372-5p (A). En cada caso se determiné
la densidad 6ptica (unidades relativas) de la banda de expresién (B). Los datos se
muestran como la media + desviacion estandar. Se muestra la diferencia
estadistica con respecto al grupo control (* p < 0.05).

7.3. Perfil de secrecion de la IL-18

Después de realizar los ensayos de expresion del miR-372-5p el cual esta asociado
con la repuesta inflamatoria se determiné la secrecion de la IL-18 producida por el
tejido de la coriodecidua a las 3 (fig. 13), 6 (fig. 14), y 24 horas (fig. 15) con las

diferentes condiciones de estimulacion.

7.3.1 Cuantificacion de la IL-18 a las 3-horas

La concentracién de la IL-1B en el tejido de la CDH sin estimulacién fue de 5.7 + 0.35
ng/mL (grupo control; fig. 13). Después de la estimulaciéon con E. coli 102, 10*, UFC/mL
se incrementd 1.1- y 1.3-veces la secrecion de la IL-1B; sin embargo, no fue
estadisticamente significativa con respecto al grupo control (p =0.06). La estimulacion
con E. coli 10%, 108, UFC/mL aumento significativamente la concentraciéon de IL-1B en

1.6- y 3.1-veces respectivamente con respecto al grupo control (p <0.05; fig.13).
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Figura 14. Perfil de expresion del miR-372-5p a 24 horas de estimulaciéon con
diferentes unidades de Escherichia coli sobre el tejido de la coriodecidua.
Se muestra la banda de expresion del miR-372-5p (A). En cada caso se determiné
la densidad 6ptica (unidades relativas) de la banda de expresién (B). Los datos se
muestran como la media + desviacion estandar. Se muestra la diferencia
estadistica con respecto al grupo control (* p < 0.05).

7.3.2 Cuantificacion de la IL-13 a las 6-horas

La concentracion de la IL-1B en el tejido de la CDH sin estimulacioén fue de 6.33 £ 0.04
ng/mL (grupo control; fig. 14). Después de la estimulaciéon con E. coli 102, 104, 10°, y
10 UFC/mL se increment6 significativamente 1.2-, 1.2-, 3.8-, y 8.2-veces

respectivamente la secrecion de la IL-1B con respecto al grupo control (p <0.05; fig.
14).
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Figura 15. Perfil de expresion del miR-372-5p a 24 horas de estimulaciéon con
diferentes unidades de Escherichia coli sobre el tejido de la coriodecidua.
Se muestra la banda de expresion del miR-372-5p (A). En cada caso se determiné
la densidad 6ptica (unidades relativas) de la banda de expresién (B). Los datos se
muestran como la media + desviacion estandar. Se muestra la diferencia
estadistica con respecto al grupo control (* p < 0.05).

7.3.3 Cuantificacion de la IL-18 a las 24-horas
La concentracion de la IL-1B en el tejido de la CDH sin estimulacién fue de 7.09 £ 0.16

ng/mL (grupo control; fig. 15). Después de la estimulaciéon con E. coli 102, 104, 10%, y
106 UFC/mL se increment6 2.8-, 5.1-, 11.7-, y 13.2-veces respectivamente la

secrecion de la IL-1p con respecto al grupo control (p <0.001; fig. 15).
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Figura 16. Perfil de expresion del miR-372-5p a 24 horas de estimulaciéon con
diferentes unidades de Escherichia coli sobre el tejido de la coriodecidua.
Se muestra la banda de expresion del miR-372-5p (A). En cada caso se determiné
la densidad éptica (unidades relativas) de la banda de expresion (B). Los datos se
muestran como la media + desviacion estandar. Se muestra la diferencia
estadistica con respecto al grupo control (* p < 0.05).
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8.0 DISCUSION

Se ha demostrado que Escherichia coli activa en las membranas fetales la respuesta
proinflamatoria caracterizada por el incremento de IL-13 y de TNFa los cuales han
sido asociadas a los partos prematuros (58, 59). En el proceso proinflamatorio, los
mMiRNAs son moléculas reguladoras en diferentes patologias como son el cancer,
diabetes y otras enfermedades inflamatorias. El miR-372-5p ha sido asociado a la
respuesta inflamatoria (60), sin embargo, aun no se tiene claro la participacion de este
MIiRNA en las infecciones de las membranas fetales humanas que llevan a un parto

prematuro.

En el presente trabajo, nuestros resultados sugieren 1) que la expresion del miR-372-
5p en las primeras 6 horas estaria inhibiendo la produccion de la IL-1B; y 2) la
disminucién en la expresion del miR-372-5p a las 24 horas de estimulacion aumenta

la concentracion de la IL-1p.

Recientemente, Lu-Qin y colaboradores (2018) demostraron en células de carcinoma
de colon (HCT116) y en células embrionarias de rifidon (293FT) las cuales fueron
transfectadas con el miRNA-372 (50nM) observaron la disminucién en la actividad de
numerosas vias de sefializacion entre las que se encuentra como blanco molecular a
la proteina del factor nuclear de tipo kappa (NFkB) (60). EI NF-kf es activado por el
sistema de MyD88/IRAK/TRAF lo que permite la produccidn de especies reactivas de
oxigeno (ROS), IL-1B, IL-6 y del TNFa (61). Taganov y colaboradores (2006)
demostraron que al estimular a células leucémicas de monocitos humanos (HTP-1)
con LPS-E. coli (100ng/mL) por 8 horas se induce la fosforilacién de la proteina IRAK
lo que incrementa la secrecion de la IL-1. En este mismo sistema al transfectar a las
células con el miR-146 observaron una disminucion en la fosforilacion de la proteina
IRAK reduciendo la secrecion de IL-1 (42). Nuestros resultados demuestran que la
concentracion de la IL-13 se da a partir de las 6 horas de estimulacion (fig. 14)
incrementandose a las 24 horas (fig. 15) coincidiendo con la disminucion en la

expresion del miR-372-5p.
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9.0 CONCLUSION

Escherichia coli regula en el tejido de la coriodecidua humana, la expresion del miR-

372-5p modulando la secrecion de la IL-1 con respecto al tiempo de estimulacion.
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ANEXO 1

Registro del proyecto institucional

INSTITUTO NACIONAL DIRECCION GENERAL
DE PERINATOLOGIA

IMDRO ESPiNOSA DN LOS RETES

INFER-DG - D0 U9u L 2017

“ARO DEL CENTENARIO DE LA PROMULGACION DE LA CONSTITUCION
POLITICA DF LOS ESTADOS UNIDOS MEXICANOS"

CIUDAD DE MEXICO, A 29 DE SEFTIEMBRE DE 2017,
M. EN C. HECTOR FLORES HERRERA
INVESTIGADOR EN CIENCIAS MEDICAS
ADSCRITO AL DEPARTAMENTO DE INMUNOBIOQUIMICA
INSTITUTO NACIONAL DE PERINATOLOGIA
PRESENTE

Me es grato informar a usted y a su grupo de colaboradores que los Comités de Investigacion,
ftica en Investigacion y Bioseguridad, han revisado y emitido el dictamen de APROBADO,
correspondiente a su proyecto:

Laprogatmmodd;lauwﬁdbndelupwt&mdechmt‘mﬁmm
el tejido de la coriodecidua después de la estimulacién con Escherichia coli en

Registro: 2017-2-82
Vigencia autorizada: 18/09/2017 al 08/09/2019
Monto autprizado: $351,300.00

£n cuanto.al Monto ecandmice solicitadd por Listed para desarroliarel proyecto mencianado, la
asignacién . dependerd = estrictamente  de  la disponibilidad . de ' los recursos fiscales

correspondientes y, en su caso, de a disponibilidad de los mismos entregadas por agencias
financiadoras extemas. S/ reqUiere una extensitn dé tiempo para la termindcion del proyecto
deberd requisitar” el formato’ carrespondiente, y, solicitaria un mes antes de la fecha de
vencimiento de la vigencia del mismo.

Me permito hacer dé:su-conotidiento que, durante, el desarcolla de esté proyecto, deberd
entregar Informes trimestrales y al concluir el mismo el informe técnico final y financiero
segiin ¢l formato institucional, paraia presentacién de productos deinvestigacibn: acompafiado
de los documentos probatorios delmisme

Le felicito por su'desempefio y co;nproﬁ{iso fmtltucébnal y mie es gratg enviarie un atento
saludo,

ATENTAMENT

URO CARDONA
DIRECTOR GENERAL

REZ

Montes Urales 8OO, Col, Losmias Vier

s, Deleg. Miguel Hidalge, Cludad de Mexico, C.P. 11000
Telefonos: 5520 8565 v 5;

2 2493 Fan: 5520 1593, e-mail: dergral @inper ma
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ANEXO 2

Consentimiento informado

S DIRECCION DE INVESTIGACION
SNtnAL LS SOLICITUD DE EVALUACION Y REGISTRO DE
o Esenoss de ks R PROTOCOLO DE INVESTIGACION

CONSENTIMIENTO INFORMADO
Estimada sefiora:

Queremos informarle que en el departamento de Inmunobioguimica de este Instituto se esta llevando a cabo
el estudio denominado

La progesterona modula la secrecion de las proteinas de choque térmico en el tejido de la
coriodecidua después de la estimulacion con Escherichia coli en un modelo de infeccion.

Las infecciones durante el embarazo son una de las condicionantes relacionadas con los nacimientos
prematuros. Se sabe que en el proceso infeccioso se da la secrecion inicial de las proteinas de choque
térmico las cuales estan involucradas con la respuesta inmunologica. La progesterona ademas de mantener
el embarazo modula la secrecion de diferentes proteinas; sin embrago, no se ha demostrado si la
progesterona disminuye la secrecion de las proteinas de choque térmico, por lo que el principal objetivo en
este estudio es determinar si la progesterona reduce la secrecion de las proteinas de choque térmico de -60
y -70 KDa y aumenta a la Hsp-27 KDa modulando a las citocinas pro y anti-inflamatorias en el tejido de la
coriodecidua humana después de la infeccion con Escherichia coli.

El estudio basicamente consiste en lo siguiente:

1. Al momento del nacimiento de su bebe y después de que sea cortado el cordén umbilical se tomaran las
membranas fetales por el personal médico adscritos a este Instituto. Las membranas fetales seran
utilizadas en el laboratorio.

(=]

Este procedimiento no representa ningun riego para su bebe ni para usted.
3. En el laboratorio de Investigacion se procedera a evaluar la respuesta de las membranas fetales en un
proceso de infeccion.

Su participacion en este estudio permitira contribuir en forma importante a la comprension de la participacion
la progesterona ante un estimulo infeccioso en el tejido de la coriodecidua en las fases temprana de infeccion.

Nos permitimos invitarla a usted a participar en este estudio, aclarandole que en caso de que no acepta
participar, no tendra ninguna repercusion en la atencion de usted o de su hijo(a) en el Instituto, ni en el
costo de la atencion médica que ambos reciban.

La informacion gue se obtenga del estudio sera estrictamente confidencial y sera utilizada sélo para fines de
investigacion.

Las preguntas que considere necesarias para aclarar todas sus dudas las puede externar con

M. en C. Héctor Flores Herrera
Investigador en Ciencias Médicas
Instituto Nacional de Perinatologia
5520 99 00 ext 375

floresh8@yahoo com

Dr. Alejandro Martinez Juarez

Presidente del Comité de Etica en Investigacion.
Instituto Nacional de Perinatologia

Tel 5520 9900 Extension 316
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DIRECCION DE INVESTIGACION
SOLICITUD DE EVALUACION Y REGISTRO DE
PROTOCOLO DE INVESTIGACION

TEXTO DFCTARATORIO

YO

{ Mimr il e el pun cpamie o the i s G M !rt'_:d:-

Dreclany Il smoemte gue estey de acuendo en peolicigen (e gue palicps oo tepresendade ey o il 2 apaece cbeguo) eu
es1a rvestigacion cuys objetive, procedmmlentos, beasficios, v miesgos s= especifican en el Aparado A de este

chUCRILIE L,

Se me ha informadas que &) participar en =57 estedio no repercutina en el costo de 12 atencide medica goe se me deba
Laiaukn v gue boda Lo infursseion gue se olugoes sobre o (su) wendidad v palicpecion s2ei conddenaal, exceplo
erandn v o utonics

Pois lus e gue se es e conversenle, oo L presese juobe al o cstigadon gue 1 oo v dos wesligos,
censcrandn ma copn do a) Cansentimacnte mfermada v B) Teforneacian aroporesanadn para altoasr am matoezacion

Mexicao DT 2 de del
NOMBEE FIEMA

PARTICIPANTE
FEPRESENTANTE
INVESTIHZADOR Hezola Fluotes Henera
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