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RESUMEN

Introduccion: Escherichia coli es una bacteria gram negativa la cual ha sido asociada
con el desarrollo de corioamnionitis y la ruptura prematura de las membranas fetales.
Las proteinas de choque térmico (Hsp) son un componente importante de activacion
y regulacién de la respuesta inmunoldgica. Recientemente, en nuestro grupo de
investigacion hemos demostrado que las membranas fetales humanas (MFH)
responden de manera espacio-temporal a la estimulacién con E. coli mediante la
secrecion de la Hsp-60, -70 promoviendo en la siguiente fase la secrecion de la IL-1p.
Se ha demostrado que la progesterona (P4) regula la respuesta inmunoldgica; sin
embargo, no se ha determinado si la P4 inhibe la secrecion de la Hsp por lo que nos
propusimos como objetivo principal determinar el papel de la progesterona sobre la
secrecion de la Hsp-70 y de la IL-183 en el tejido de la coriodecidua humana después
de la estimulacion con Escherichia coli.

Material y Métodos: Nueve MFH fueron montadas en el sistema de Transwell y se
estimuld el tejido de la coriodecidua considerando los siguientes grupos: 1) CDH sin
estimular; 2) CDH estimulada con progesterona (P4; 4.80x10-7 M); 3) CDH estimulada
con mifepristona (RU486; 10 uM); 4) CDH estimulada con E. coli (10> UFC/mL); 5)
CDH estimulada con E. coli (10 UFC/mL) + P4 (4.80x10-7 M); 6) CDH estimulada con
E. coli (10 UFC/mL) + P4 (4.80x10-7 M) + RU486 (10 uM); 7) CDH estimulada con E.
coli (10° UFC/mL); 8) CDH estimulada con E. coli (10° UFC/mL) + P4 (4.80x10-7 M);
9) CDH estimulada con E. coli (10° UFC/mL) + P4 (4.80x10-7 M) + RU486 (10 uM). El
medio de cultivo se recuperd a las 3, 6, y 24 horas y se determind la secrecién de la
Hsp-70 e IL-1p mediante el ensayo inmunoenzimatico de ELISA.

Resultados: Al estimular al tejido de la CDH con ciclodextrina, P4, y con RU486 no
observamos un aumento en la concentracion de la Hsp-70 a las por 3 (fig. 3), 6 (fig.
4), y 24 horas (fig. 5). Al estimular al tejido de la CHD con E. coli observamos un
incremento significativo en la concentracion de la Hsp-70 con respecto al grupo control
(p<0.05). Este efecto se reduce al incubar simultaneamente al tejido de la CHD con
P4. En estos mismos ensayos encontramos que la secrecion de IL-1p aumento
significativamente a las 24 horas (fig. 6; p<0.05) con respecto al grupo control.

Discusién: Estos resultados demuestran que las membranas fetales humanas
responden de manera espacio-temporal a la estimulacién con E. coli mediante la
secrecion de Hsp-60, -70 e IL-1B. En las primeras seis horas de estimulacion la
respuesta es principalmente de tipo Hsp en tanto que a las 24 horas cambia su perfil
de secrecion siendo de tipo IL-1B3. Estos resultados indican que la region de la
coriodecidua secreta tanto la Hsp-60 y -70 en tanto que la secrecion en el epitelio
amnioético es de tipo Hsp-70. La secrecién diferencial entre las Hsp/IL-1[ sugiere un
mecanismo de regulacion comun promovido por las HSP lo cual debera de ser
demostrado en futuros experimentos.

Palabras clave: Corioamnioitis, Escherichia coli, interleucina-1, membranas fetales
humanas, proteinas de choque térmico.



ABSTRACT

Introduction: Escherichia coli is a gram negative, bacterium which has been
associated with the development of chorioamnionitis and premature rupture of fetal
membranes. Heat shock proteins (Hsp) are an important component of the activation
and regulation of the immune response. Recently, in our research group we have
shown that human fetal membranes (HFM) respond spatiotemporally to stimulation
with E. coli by secreting Hsp-60, -70 promoting in the next phase the secretion of IL-
1B8. It has been shown that progesterone (P4) regulates the immune response;
however, it has not been determined if P4 inhibits the secretion of Hsp, so we set
ourselves the main objective of determining the role of progesterone on the secretion
of Hsp-70 and IL-1B in choriodecidua tissue. human after stimulation with Escherichia
coli.

Material and Methods: Nine MFH were mounted in the Transwell system and
choriodecidua tissue was stimulated considering the following groups: 1) unstimulated
CDH; 2) CDH stimulated with progesterone (P4; 4.80x10-7 M); 3) CDH stimulated with
mifepristone (RU486, 10 uM); 4) CDH stimulated with E. coli (102 CFU / mL); 5) CDH
stimulated with E. coli (102 CFU / mL) + P4 (4.80x10-7 M); 6) CDH stimulated with E.
coli (102 CFU / mL) + P4 (4.80x10-7 M) + RU486 (10 uM); 7) CDH stimulated with E.
coli (106 CFU / mL); 8) CDH stimulated with E. coli (106 CFU / mL) + P4 (4.80x10-7
M); 9) CDH stimulated with E. coli (106 CFU / mL) + P4 (4.80x10-7 M) + RU486 (10
MM). The culture medium was recovered at 3, 6, and 24 hours and the secretion of
Hsp-70 and IL-1 was determined by the ELISA immunoenzymatic assay.

Results: When stimulating the CDH tissue with cyclodextrin, P4, and with RU486, we
did not observe an increase in the concentration of Hsp-70 at 3 times (Fig. 3), 6 (Fig.
4), and 24 hours (Fig. 5). When stimulating the tissue of the CHD with E. coli we
observed a significant increase in the concentration of the Hsp-70 with respect to the
control group (p0.05). This effect is reduced by simultaneously incubating the tissue of
the CHD with P4. In these same trials we found that the secretion of IL-1 increased
significantly at 24 hours (Fig. 6, p0.05) with respect to the control group.

Key words: Chorioamnionitis, Escherichia coli, interleukin-1, human fetal membranes,
heat shock proteins.



1.0INTRODUCCION

Las infecciones intrauterinas son un factor de riesgo comunmente asociada con la
ruptura prematura de las membranas fetales humanas (MFH) (1-3). Los
microorganismos patdégenos aislados frecuentemente en esta patologia son
Gardnerella vaginalis, Escherichia coli, Streptococcus agalactiae, Enterococcus
faecalis, Enterococcus faeciumy Ureaplasma urealyticum los cuales al contactar con
las MFH inducen la secrecion de diferentes citocinas inflamatorias, quimiocinas,
factores uterotonicos y metaloproteasas de matriz extracelular (4). Estos marcadores
bioquimicos han sido asociados tanto con la activacion prematura del trabajo de parto
y/o con la ruptura de las MFH. A pesar de que se tienen evidencias de las moléculas
implicadas en el desarrollo infeccioso no se cuenta aun con un perfil de secrecion en

sus fases iniciales.

Recientemente se ha demostrado que en las fases iniciales del proceso infeccioso se
activan diversas vias de sefalizacion en las que estan involucrados genes de
respuesta rapida como son péptidos antimicrobianos (5, 6), especies reactivas de
oxigeno (7), y las proteinas de choque térmico (8-10).

Las proteinas de choque térmico (Hsp), juegan un importante papel como moléculas
de proteccion, plegamiento y evitando la formacion de complejos agregados entre
proteinas (11). Recientemente se ha demostrado su participacion en la regulacién y
activacion del sistema inmunolégico (10, 12). Las Hsp han sido detectadas en las
células de la decidua, placenta, y en liquido amnidtico y su expresién permanece
constante a lo largo de la gestacion (8, 13, 14).

Recientemente, nuestro grupo de investigacion ha demostrado que Escherichia coli
induce en el tejido de la coriodecidua humana (CDH) la secrecién de la Hsp-70 en las
primeras 6 horas de estimulacion y este perfil disminuye a las 24 horas. En ese mismo,
estudio se demostré que la Hsp-70 esta asociada con el incremento de la IL-18 de
manera dosis dependiente (15). Se ha demostrado que la progesterona (P4) reduce
la respuesta inflamatoria (16), y degradativa (17); sin embargo, no se ha demostrado
si la P4 modula la secrecion de la Hsp. En el presente estudio nos propusimos
determinar el papel de la P4 sobre la secrecion de la Hsp-70 y de la IL-1B en el tejido

de la coriodecidua humana después de la estimulacion con Escherichia coli.



2. ANTECEDENTES
2.1 Epidemiologia y etiologia de los nacimientos prematuros

El nacimiento pretérmino se define como el nacimiento antes de las 37 semanas de
gestacion, actualmente es un problema que afecta a todas las naciones a nivel
mundial y se ha estimado que tiene una incidencia global de aproximadamente 15
millones de nacimientos al afio. En Estados Unidos el parto pretérmino ha tenido una
disminucién en la ultima década; aproximadamente 1 de cada 10 nacimientos en los

Estados Unidos es un parto Pretérmino (18).

Los 10 paises con mayor numero de nacimientos prematuros son los siguientes: India:
3519 100, China: 1 172 300, Nigeria: 773 600, Pakistan: 748 100, Indonesia: 675 700,
Estados Unidos de Ameérica: 517 400, Bangladesh: 424 100, Filipinas: 348 900,
Republica Democratica del Congo: 341 400, Brasil: 279 300 (19)

En México se registran mas de 200 mil nacimientos prematuros de manera anual,
segun indican las cifras de la secretaria de salud. En el Instituto Nacional de
Perinatologia “Isidro Espinosa de los Reyes” se ha reportado en los ultimos cinco afos
un total de 5,731 recién nacidos vivos pretérmino de 26 a 36.6 semanas de gestacion
(Departamento de Estadistica INPer 2014-2018).

También el nacimiento prematuro se puede ver relacionado con la raza; en la ultima
encuesta realizada en el Centro Nacional de Estadistica para la Salud (2, 12) se hace
mencion que la raza Africana (con un 13.3%) es en la que mayormente se presenta el
nacimiento pretérmino, seguido de raza India Americana (10.4%), Hispanos (9.1%),
Blancos (9.0%) y asiaticos (8.6%).

La importancia del nacimiento pretérmino radica no solo en la morbilidad o mortalidad
que viene asociada con la prematuridad sino también con el costo que genera a la
sociedad. Se ha estimado que el costo total del nacimiento pretérmino genera
aproximadamente gastos de hasta 26.6 millones de ddlares en los Estados Unidos
cada afo, la duracién de la estadia en el hospital para los bebés prematuros es de 13
dias aproximadamente en comparacion con los 1,5 dias para los recién nacidos a
término y los costos médicos para los bebés prematuros en el primer afio de vida son
diez veces mayores que los de los recién nacidos a término ($ 650,000 pesos en
comparacion con $ 60,000 pesos) (19).
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La morbilidad con la que mas frecuentemente se asocia el parto pretérmino es el
sindrome distrés respiratorio agudo, sepsis, hemorragia intraventricular, enterocolitis
necrotizante, hipotermia, hipoglucemia, hiperbilirrubinemia y dificultades para
alimentarse. La morbilidad a largo plazo incluye la retinopatia del prematuro, el
deterioro del desarrollo neuroldgico y la paralisis cerebral (18, 20).

Los factores de riesgo para el nacimiento prematuro espontaneo incluyen infecciones,
el parto prematuro espontaneo previo, insuficiencia cervical, la raza negra no hispana,
el intervalo entre embarazos cortos, las gestaciones multiples y las malformaciones
uterinas. El parto prematuro espontaneo previo es el factor de riesgo mas fuerte, con
tasas de recurrencia que van del 15% al 50%, dependiendo de la cantidad y la edad
gestacional de los partos prematuros anteriores (21).

Algo que debemos tomar en cuenta es que la principal diferencia entre el parto
prematuro y el de término es cuando comienza el parto. Esto es quizas comprensible
dado que ambos involucran eventos clinicos similares: aumento de la contractilidad
uterina, dilatacion cervical y rotura de las membranas corioamnioticas (22). Estos
eventos representan el “camino comun” del trabajo de parto. La comprension actual
de este proceso es que el cambio del miometrio de un estado quiescente a un estado
contractil se acompana de un cambio en la sefalizacion de las vias antiinflamatorias
a proinflamatorias, que incluyen quimiocinas [interleucina-8 (IL-8)], citocinas (IL-1 vy -
6) y proteinas asociadas a la contraccion (receptor de oxitocina, conexina 43,
receptores de prostaglandina). La progesterona mantiene la inactividad uterina al
reprimir la expresion de estos genes. El aumento de la expresion de la familia
microRNA-200 (miR-200) a corto plazo puede eliminar los genes contractiles y
promover el metabolismo de la progesterona (23). La activacion decidua o de
membrana se refiere a los eventos anatdmicos y bioquimicos involucrados en la
retirada del apoyo individual para el embarazo, la separacion de las membranas
corioamnidticas de la decidua y, eventualmente, la ruptura de la membrana. Puede
observarse un aumento de la expresion de citoquinas inflamatorias [factor de necrosis
tumoral-a (TNF-a) e IL-1] y quimiocinas, con aumento de la actividad de proteasas
[matriz metaloproteinasa 8 (MMP-8) y MMP-9], asi como disolucién de componentes
de la matriz extracelular como la fibronectina y la posterior apoptosis.
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2.2 Las infecciones durante el embarazo

Dentro de las principales causas ya mencionadas atribuibles al parto pretérmino las
infecciones siempre se han visto relacionadas con dicha patologia, uno de cada cuatro
bebés prematuros nace de madres con una infeccion intraamnidtica que es en gran
parte subclinica, los microorganismos aislados del liquido amniético son similares a
los que se encuentran en el tracto genital inferior y, por lo tanto, una via ascendente
se considera la via de infeccidon mas frecuente. También se han encontrado bacterias
involucradas en la enfermedad periodontal en el liquido amniético, lo que sugiere que
también puede ocurrir diseminacion hematogena con pasaje transplacentario (24, 25).
El parto pretérmino inducido por microbios esta mediado por un proceso inflamatorio.
Los microorganismos y sus productos son detectados por receptores de
reconocimiento de patrones, como los receptores tipo peaje (TLR), que inducen la
produccion de quimiocinas [por ejemplo, IL-8 y ligando de motivo CC 2 (CCL2)],
citoquinas (por ejemplo, IL-1b y TNF-a), prostaglandinas y proteasas que conducen a
la activacion de la via comun de parto (26).

Se estima que la prevalencia porcentual de colonizacion vaginal anormal en mujeres
embarazadas en cada trimestre es del 21.7,21.0 y 14.5 en el primer, segundo y tercer
trimestre respectivamente. Durante el embarazo debido a las modificaciones en los
niveles de estrogenos, progesterona, puede existir el estado de "flora intermedia" que
significa una etapa de transicién entre la flora vaginal normal y la vaginosis bacteriana
(27). Asi mismo Doders et. al., (2015) acufiaron el término de vaginosis aerobica, esta
condicion consta de otro tipo de microorganismos vaginales alterados, en los cuales
los lactobacilos de la flora original vaginal son reemplazados por patdégenos aerobios
facultativos como Klebsiella, E. coli, Staphylococcus spp., y estreptococos del grupo
B caracterizandose por leucocitosis vaginal y células parabasales con un aumento de

la reaccion inflamatoria (28).

Los microorganismos observados con mayor frecuencia en el tracto genital femenino
son el estreptococo del grupo B, E. coliy Ureaplasma urealyticum. Escherichia coli es

uno de los microorganismos mas frecuentes cultivados en vaginitis aerobica (18).

12



2.3 Las proteinas de choque térmico

Las proteinas del choque térmico (Hsp) fueron inicialmente descritas en la larva de
Drosophila melanogaster la cual fue expuesta a incrementos de temperatura y se
observé el aumento en la expresién de un grupo particular de proteinas las cuales
fueron denominadas de tolerancia al calor (29). Las Hsp son moléculas pequenas de
20 a 100 Kilo Daltones (KDa) se encuentran ampliamente conservadas y se expresan
en plantas, animales, y bacterias (30). Las principales funciones biolégicas se
encuentra la homeostasis celular (31), regulan tanto la conformacion estructural y
estabilidad del material genético (DNA, y RNA) como de las proteinas por lo que se
les dio originalmente el término de “chaperonas moleculares”, reducen el estrés celular
ocasionado por temperaturas extremas, emisiones de luz ultravioleta, y por
metabolismo oxidativo (32), y recientemente han sido asociadas con la respuesta
inmunoldgica (33, 34).

Por su tamario las Hsp, han sido agrupadas en proteinas de bajo (20-, 22- y 27-KDa)
y alto (40-, 60-, 70-, 90- y 100-KDa) peso molecular (35) con propiedades anti y pro
inflamatorias respectivamente (36, 37).

Las Hsp pequefas tienen un peso molecular de entre 15 a 30 KDa (150 a 250
aminoacidos). El dominio amino-terminal presenta tres estructuras alfa (a1-3) que
estdan poco conservadas y contiene regiones ricas en metionina. Este dominio
funciona como molécula acompanante “chaperona”, no depende de la hidrdlisis de
ATP y su capacidad de union a proteinas es reversible y previene la agregacion parcial
de las proteinas (Fig. 1) (38).
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Figura 1 Estructura de las Hsp pequefias. (A) Dominios N-
terminal (N-ter; verde), a-cristalino (ACD; rojo), C-
terminal (C-ter; rosa). (B) Estructura secundaria se
observa los diferentes dominios de las hojas alfa y beta.
Imagen tomada de van Montfort y cols., (39).

El siguiente dominio contiene aproximadamente 90 residuos de aminoacidos que
forman estructuras de tipo a-cristalinas (ACD; alpha-crystallin domain) similar a la
proteina del cristalino. Este dominio consiste de estructuras de tipo 3 compuesta por
dos laminas antiparalelas con cuatro (B2, (B3, B9, B8) y tres (B7, p4, B5) hojas (fig. 1B)
(40). El dominio carboxilo-terminal presenta una hoja de tipo . Este dominio es una
region conservada que esta implicada con la interaccion entre mondmeros y cambios
en su secuencia reduce la capacidad de union con el DNA y con otras proteinas (fig.
1) (39).

Las Hsp grandes contiene 646 aminoacidos, en la porcion del amino-terminal esta
compuesta por 386 aa (44 KDa) y constituyen el dominio de tipo ATPasa el cual
hidroliza ATP. Este dominio, tiene la funcién de distinguir diferentes conformaciones
de las proteinas. El segundo dominio esta ubicado entre la posicion 387-543 aa (18
KDa) y constituye el sitio de union el cual esta involucrado con la capacidad de
interactuar con otras proteinas y con receptores especificos (TLRs, por sus siglas en
inglés Toll Like Receptos; CD36, CD40). El tercer dominio, esta comprendido entre la
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posicion 543-646 aa (10 KDa) representa la porcion del dominio carboxilo terminal (fig.

2) (39, 41, 42).

A Hsp
-60 N — i — C
-70 N — I — C
0 Nn— I

Figura 2 Estructura de las Hsp grandes. (A) Dominios
amino-terminal de hidrdlisis de ATP (N-; verde),
dominio de unién (rojo), dominio carboxilo-terminal (-
C, rosa). (B) Estructura secundaria se observa los
diferentes dominios de las hojas alfa y beta. Imagen
tomada de Kiang y Tsokos (41).

Las Hsp son proteinas altamente conservadas y se encuentran localizadas en el
nucleo, citoplasma, membrana plasmatica y en diferentes fluidos biologicos (43, 44).
Diferentes evidencias han demostrado que las Hsp se encuentran en células de la
decidua (14), placenta (43, 44), cordén umbilical (45), miometrio (46) liquido amniotico
(8), en células del amnios (47), la decidua (14, 48), en tejido placentario (49), y en

suero materno (13).
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2.4 Relacion de las Hsp y la respuesta inflamatoria

Dentro del sistema de alarma celular temprana se encuentran las Hsp (50) y las
proteinas de tipo B-defensinas (51, 52) que de manera conjunta y coordinada activan
tanto de las células profesionales (macréfagos, monocitos y células dendriticas) como
en los tejidos inmunologicos (membranas fetales y placenta) para la secrecion de
diferentes citocinas involucradas con la respuesta inflamatoria (53).

Se ha demostrado que los monocitos humanos al ser estimulados con la Hsp-27
incrementa de manera dosis dependiente la secrecion de interleucina (IL) de tipo 10
la cual se encuentra mediada por la proteina de tipo cinasa p38 (36, 54), en tanto que
la Hsp-60 y -70 incrementan la secrecion de IL-1B y del factor de necrosis tumoral
(TNF) de tipo alfa (53).

Las propiedades antiinflamatorias de Hsp-27 pueden ser utilizadas para diversos
tratamientos asociados a procesos de enfermedades inflamatorias (55). Asimismo, se
ha demostrado que la administracion de la Hsp-27 da como resultado la proteccion
contra el shock de endotoxinas letal y es altamente inducida en monocitos de
pacientes con sindrome de shock inflamatorio sistémico (36). Durante los periodos de
homeostasis celular, los niveles de la Hsp-70 estan alrededor del 2% del contenido
intracelular; sin embargo, este perfil de expresion cambia durante un estrés celular
incrementando los niveles hasta 10-veces con respecto al estado basal (36). Se ha
propuestp que el mecanismo por el cual la Hsp-70 activa la respuesta inflamatoria esta
mediada por el factor nuclear-kappa-beta (NF-kB) y la fosforilacion de la proteina
cinasa mitogénica (MAPK), mediando una respuesta pro o antiinflamatoria al estrés
(56, 57).

En muestras obstétricas de pacientes con infeccidn en el liquido amnidtico y con
ruptura prematura de las membranas fetales se ha observado el aumento significativo
en la secrecién de la Hsp-70 con respecto a pacientes sanas a la misma edad
gestacional (8, 56, 58). Recientemente nuestro grupo de investigacion ha demostrado
mediante un modelo experimental de infeccion (59) que al estimular en condiciones in
vitro el tejido de la CDH con Escherichia coli se incrementa significativamente a las 3
y 6-horas la secrecion de la Hsp-60 y -70 con respecto al grupo sin estimulacion (15).

En este mismo estudio se observé que a las 24-horas de estimulacion la concentracion
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de la Hsp-60 y -70 disminuye significativamente incrementandose la secrecion de la
IL-1B (15).

Se ha demostrado que la proteina de choque térmico extracelular 60 (Hsp-60) actua
como potente estimulador de las respuestas inmunitarias. Cuando se libera en el
medio extracelular, la Hsp-60 aumenta los niveles de células CD4 + CD25 y suprime
los linfocitos T citotoxicos (60).

2.5 Efecto de la progesterona sobre la expresion de las Hsp

En condiciones experimentales se ha demostrado que la progesterona (P4) inhibe la
expresion y secrecion de la proteina de tipo B-defensinas (61), IL-18 y TNFa (62, 63),
uterotonico (64), y de las metaloproteasas de matriz extracelular (MMP) -2, y -9 (65,
66). Recientemente, Chu y colaboradores (2017) determinaron en muestras de
pacientes con cancer mamario el aumento en la expresion de la Hsp-60 esta asociada
con la disminucion de los receptores de progesterona (RP4) (67, 68); sin embargo, no
se ha determinado si la P4 pude modular la secrecion de la Hsp-70 y en el tejido de
la coriodecidua por lo que el principal objetivo de este estudio sera determinar el papel
de la progesterona sobre la secrecion de la Hsp-70 y de la IL-1B en el tejido de la

coriodecidua humana después de la estimulacion con Escherichia coli.
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3.0 JUSTIFICACION

E. coli ha sido asociada con la ruptura prematura de las membranas fetales humanas,
al contactar las diferentes regiones que conforman a las membranas fetales humanas
(amnios, coridn y decidua) (2), activan la secrecion masiva de citocinas inflamatorias
(IL-1a, y TNFB) (69) y metaloproteasas de matriz extracelular (MMP-9 y MMP-2) (70).
Se ha demostrado en otros modelos que en la fase inicial del proceso
infeccioso/inflamatorio se produce la sintesis y secrecion de las proteinas de fase
aguda tisular denominadas de choque térmico (Hsp), las cuales favorecen la

respuesta inmunoldgica y mantienen la homeostasis celular (71).

Existen diversas evidencias que demuestran, que la concentracion de Hsp-70 se
incrementa hasta 7-veces en las pacientes con trabajo de parto prematuro (8, 48). El
incremento de la Hsp-70 ha sido asociado con el aumento en la concentracion de IL-
18 y TNFa (14, 58). Recientemente Osorio-Caballero y colaboradores (2015)
demostraron mediante un sistema de infeccion in vitro, que el tejido de la coriodecidua
humana responde activamente ante la estimulacién con Escherichia coliincrementado
3.7-veces de manera dosis respuesta a las 3 y 6-horas la secrecién de la Hsp-70, y a
las 24-horas de estimulacién, observamos un decremento en la secrecién de la Hsp-
70 a cualquier concentracion de las UFC/mL de E. coli utilizadas. Finalmente,
observamos que el mayor aumento en la secrecion de IL-1p fue a las 24-horas (15).
En el presente trabajo, nos hemos propuesto contestar la siguiente pregunta de
investigacion. ¢ La progesterona reducira la secrecion de la Hsp-70 y de la IL-1B en el

tejido de la coriodecidua después de la estimulacidn con Escherichia coli?

Para responder a esta pregunta de investigacion, nos propusimos desarrollar la
siguiente hipotesis y objetivos experimentales.

4.0 HIPOTESIS

La progesterona reducira la concentracién de la proteina de choque térmico de 70-

KDa y de la IL-1B con respecto al grupo experimental sin tratamiento.
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5. OBJETIVO GENERAL

Determinar el papel de la progesterona sobre la secrecion de la Hsp-70 y de la IL-1B
en el tejido de la coriodecidua humana después de la estimulacion con Escherichia
coli

5.1 Objetivos particulares

1. Determinar el efecto de la progesterona sobre la secrecion de la Hsp-70 en el
tejido de la coriodecidua después de la estimulacion con Escherichia coli a las
3, 6y 24 horas.

2. Determinar el efecto de la progesterona sobre la secrecion de la IL-1B en el
tejido de la coriodecidua después de la estimulacion con Escherichia coli a las
3, 6y 24 horas.

19



6.0 MATERIAL Y METODOS

Unidad de Tococirugia

Membranas fetales
sin trabajo de parto activo

Departamento de 1 Analisis Departamento de
Inmunobioquimica I bacteriolégico Microbiologia
Transwell
Estimulacion
E. coli
Coriodecidua

Medio de Cultivo
I

Hsp-70 IL-1B

l

Analisis de los
resultados

Procedimiento general del estudio. La toma de las membranas fetales se efectu6 en la
unidad de tococirugia, el andlisis microbiolégico se determindé en el departamento de
Microbiologia y el desarrollo experimental se realiz6 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 investigacion y ética institucionales y cuenta con
numero de registro institucional 2017-2-82 (anexo 1). Se les informd que la obtencidn
de las MFH fue tomada por la médico especialista (MVLM) 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) que seran seleccionadas de pacientes con

embarazo unico a término mayor o igual a 37 semanas de gestacidn, que sean
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intervenidas quirurgicamente por cesarea y que no presenten signos y sintomas
evidentes de infeccion u otras patologias obstétricas asociadas a la respuesta

inflamatoria.
6.3 Diseno del estudio

Tipo de investigacion: Experimental

Tipo de disefo: Experimental biomédico.
6.3.1 Caracteristicas del estudio

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

d) Por el analisis de datos: Analitico.

6.3.2 Unidades de observacion:

6.3.3 Tamario de la muestra

Para cubrir con los objetivos planteados en el desarrollo del presente trabajo hemos
considerado obtener 9 membranas fetales humanas. Este numero, es como resultado
de la experiencia de nuestro grupo de investigacion, demostrado por las publicaciones
con respecto al uso del modelo de infeccion (59, 72) y en la cuantificacion de las Hsp
(15).

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 gestacidn, que sean
intervenidas quirurgicamente por cesarea y que no presenten signos y sintomas
evidentes de infeccion 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 tengan datos clinicos de
trabajo de parto activo y/o ruptura de membranas fetales. Que no se hayan presentado
datos clinicos de corioamnionitis y sin 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.

6.3.7 Criterios de eliminacion
Membranas fetales humanas que después del analisis microbioldgico se reporte la
identificacion de bacterias Gram-negativas, Gram-positivas o bacterias atipicas.

6.3.8 Variables de estudio

Variable independiente

Tejido de la coridoecidua estimulada con diferentes unidades formadoras de colonias
de Escherichia coli (10* y 10° UFC/mL) solas y en combinacion con progesterona
(4.80x10-7 M) y con RU486 (10 uM).

Variable dependiente
Secrecion de la Hsp-70 KDa, e IL-18.

6.4 Obtencion y procesamiento de las membranas fetales

Las MFH y la placenta fueron depositadas en el contenedor quirurgico 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 seran
cortadas en piezas de aproximadamente 2 cm? y montadas en el sistema de Transwell
las cuales seran cultivadas en cajas de 12 pozos como ha sido previamente reportado
(15).

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 (10% 10° UFC/ml)

22



necesarias para observar la secrecion de la Hsp-70 e IL-1pB y realizamos una cinética
de estimulacion a diferentes intervalos de tiempo (3, 6 y 24-horas). Las UFC/mL de E.
coli utilizamos como referencia de turbidez el tubo numero 0.5 de MacFarland que
representa aproximadamente 102 UFC/mL. Se realizaron diferentes diluciones hasta
obtener la concentracidon de bacterias requeridas.

La estimulacion de la CDH se realizara considerando los siguientes grupos: 1) CDH
sin estimular; 2) CDH estimulada con progesterona (P4; 4.80x10-7 M); 3) CDH
estimulada con mifepristona (RU486; 10 uM); 4) CDH estimulada con E. coli (10?
UFC/mL); 5) CDH estimulada con E. coli (10> UFC/mL) + P4 (4.80x10-7 M); 6) CDH
estimulada con E. coli (10> UFC/mL) + P4 (4.80x10-7 M) + RU486 (10 uM); 7) CDH
estimulada con E. coli (10° UFC/mL); 8) CDH estimulada con E. coli (10° UFC/mL) +
P4 (4.80x10-7 M); 9) CDH estimulada con E. coli (10° UFC/mL) + P4 (4.80x10-7 M) +
RU486 (10 pM).

Para determinar la cantidad de E. coli (10? y 10° UFC/mL) se realizé con respecto al
tubo de 0.5 del nefelometro de MacFarlan. La concentracion de E. coli ha sido
determinada en base al aumento significativo de las Hsp observado previamente
[Osorio-Caballero 2015]. Las concentraciones de P4 y del RU486 fueron tomadas en
base a lo previamente reportado por Romero (73) y Marbaix (74).

El medio de cultivo fue recuperado a las 3, 6 y 24 horas después de la estimulacion 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 la

cuantificacion de la Hsp-70 e IL-1p.
6.4.3 Determinacion de la Hsp-70

La determinacion de la Hsp-70 (DYC-1663-2, R&D System) en el medio de cultivo de
los diferentes procedimientos experimentales se realiz6 mediante el ensayo inmuno
enzimatico tipo sandwich (ELISA) con las recomendaciones de la casa comercial y
como ha sido publicado por nuestro grupo de investigacion (15).

La preparacion de las microplacas (Nunc-Immuno Brand products, Denmark) consistio
en la adicién del anticuerpo de captura para la Hsp-70 (2.0ug/mL) y fue sellada con
membrana adhesiva (SealPleat; EXCEL Scientific) y fue incubada a temperatura
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ambiente toda la noche a 4°C. Al finalizar la incubacién la placa fue lavada tres veces
con solucion 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 mas alta de 10,000 pg/mL para la Hsp-70. En el resto de
los pozos de la placa se colocaron 100 uL 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 incubé 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 uL por pozo de la mezcla 1:1 del sustrato colorimétrico (R&D;
DY999) que consiste en el reactivo A (H20;) y B (tetrametilbenzidina), la placa fue
incubada por 20 minutos. La reaccion fue detenida mediante la adicion de 50 pL por
pozo de HSO4 2N. La placa fue leida a 450 nm (Dynatech MR5000). Los resultados
fueron expresados en unidades de pg/mL.

6.4.5 Determinacion de la IL-13

Para determinar la concentracion de IL-18 (DY201; R&D Systems) en el medio de
cultivo de los diferentes grupos experimentales se utilizé el ensayo de ELISA con las
recomendaciones de la casa comercial y como ha sido reportado previamente por
nuestro grupo de investigacion (59). A la microplaca se le afadio 4.0ug/ml del
anticuerpo de captura y se incubo6 toda la noche a 4°C. La curva estandar para la IL-
1B fue de 4.0 a 260 pg/mL. El procedimiento de lavado de la microplaca (0.05%
Tween-20), adicion del cromogenos (estraptavidina-HRP), sustrato, inactivacion de
reaccion (H2SOg4, 2N) y la determinacion de la densidad éptica (450 nm) han sido
detalladas previamente (ver seccion 6.4.4). Los resultados fueron expresados en
unidades de pg/mL
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6.4.5 Analisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante la prueba de varianza (ANOVA). La
comparacion post hoc fue realizada mediante la medicion de Tukey. Se usoé el
software de SigmaPlot (version 11.0; USA). Todos los valores son presentados como
la media + error estandar. Se tomo6 como diferencia estadisticamente significativa el

valor menor a p=0.05. En cada caso las mediciones se realizaron por duplicado.
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7.0 RESULTADOS

7.1 Caracteristicas de la poblacion de estudio.

La tabla 1 muestra las caracteristicas maternas y neonatales procedentes de las 9
MFH incluidas en el presente estudio. Los datos fueron obtenidos del archivo clinico
del INPerlER.

Tabla 1 Caracteristicas maternas y neonatales de la poblaciéon de estudio.

Variables Maternas Embarazo a término (n=9)

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

Numero de gestas

1n (%) 4 (44)

2n (%) 2(22)

3n (%) 2(22)

4n (%) 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 al sexo,
edad gestacional, peso, y talla de los recién nacidos (tabla 1).

7.2 Secrecion de la Hsp-70.

Se determino el efecto de la progesterona sobre la secrecidon de la Hsp-70 en el tejido
de la coriodecidua (CHD) a las 3 (figura 3), 6 (figura 4) y 24 horas (figura 5) después
de la estimulacion con Escherichia coli.
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Estimulacion a las 3 horas

Se cuantifico la concentracion de la Hsp-70 en el tejido de la CHD sin estimulacion y
fue de 1.62 £ 0.41 ng/mL (grupo control). En estos mismos ensayos se incluyeron el
efecto de la preincubacion con ciclodextrina (1.41 + 0.39 ng/mL), P4 (1.41 £ 0.45
ng/mL), y RU486 (1.50 + 0.37 ng/mL) y no se observaron diferencias estadisticamente
significativas con respecto al grupo control (p =0.05; fig. 3).
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Figura 3. Secrecion de la Hsp-70 en el tejido de la coriodecidua después
de 3 horas de estimulaciéon. Grupo sin estimulaciéon (control; C),
ciclodextrina (CDx), progesterona (P; 10mM), y mifepristona (RU486;
10mM). Estimulacién de la CDH con E. coli 102y 106 (barras negras) y se
muestra el efecto con progesterona, RU486 y en combinacién (barras
ashuradas). La concentracién de Hsp-70 se expresé como ng/ml para
cada muestra. Los datos representan la media + error estandar de 9
membranas fetales humanas independientes. Las diferencias
estadisticas se muestran con respecto al grupo control (§, p < 0.05), y con
respecto a la estimulacion con E. coli (*, p < 0.05).

Al estimular al tejido de la CHD con E. coli (10> UFC/mL) observamos el incremento

significativo de 1.8-veces en la concentracién de la Hsp-70 con respecto al grupo

control (p <0.05), el cual fue reducido significativamente 1.5 (1.91 £ 0.29 ng/mL) y 1.2-
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veces (2.39 + 0.18 ng/mL) con la estimulacién simultanea de E. coli 10> UFC/mL+P4
y con E. coli 10° UFC/mL+P4+RU486 respectivamente (fig. 3; p <0.05). Finalmente, la
concentracion de la Hsp-70 no fue reducida por la incubacion simultanea con E. coli
102 UFC/mL+RU486 (3.0 + 0.75 ng/mL; fig. 3).

Al estimular al tejido de la CHD con E. coli (10° UFC/mL) observamos el incremento
significativo de 2.3-veces en la concentracién de la Hsp-70 (3.8 + 1.0 ng/mL) con
respecto al grupo control (p <0.05; fig. 3), el cual fue reducido significativamente 1.6-
veces con la estimulacién simultanea de E. coli 10® UFC/mL+P4 (2.39 + 0.25 ng/mL;
fig. 3).

Finalmente, la concentracién de la Hsp-70 no fue reducida por la incubacion
simultanea con E. coli 10> UFC/mL+P4+RU486 (3.5 £ 0.90 ng/mL) y con E. coli 10°
UFC/mL+RU486 (3.92 + 0.99 ng/mL; fig. 3).

Estimulacion a las 6 horas

La concentracién de la Hsp-70 en el tejido de la CHD sin estimulacién y fue de 1.66 +
0.22 ng/mL (grupo control). En estos mismos ensayos se incluyeron el efecto de la
preincubacién con ciclodextrina (1.31 £ 0.08 ng/mL), P4 (1.18 £ 0.08 ng/mL), y RU486
(1.28 £ 0.086 ng/mL) y no se observaron diferencias estadisticamente significativas
con respecto al grupo control (fig. 4; p =0.05).
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Figura 4. Secrecién de la Hsp-70 en el tejido de la coriodecidua después
de 6 horas de estimulacion. Grupo sin estimulacion (control; C),
ciclodextrina (CDx), progesterona (P; 10mM), y mifepristona (RU486;
10mM). Estimulacion de la CDH con E. coli 102y 106 (barras negras) y se
muestra el efecto con progesterona, RU486 y en combinaciéon (barras
ashuradas). La concentracion de Hsp-70 se expresé como ng/ml para
cada muestra. Los datos representan la media + error estandar de 9
membranas fetales humanas independientes. Las diferencias estadisticas
se muestran con respecto al grupo control (§, p < 0.05), y con respecto a
la estimulacién con E. coli (*, p < 0.05).

Al estimular al tejido de la CHD con E. coli (10> UFC/mL) observamos el incremento
significativo de 2.4-veces en la concentracién de la Hsp-70 con respecto al grupo
control (p <0.05; fig. 4), el cual fue reducido significativamente 2.3-veces con la
estimulacion simultanea de E. coli 102 UFC/mL+P4 (1.73 + 0.05 ng/mL).

Finalmente, la estimulacién simultanea con E. coli 102 UFC/mL+P4+RU486 no redujo
significativamente la secrecion de la Hsp-70 (3.02 £ 0.19 ng/mL) con respecto a E. coli
(10 UFC/mL; p =0.05; fig. 4).

Al estimular al tejido de la CHD con E. coli (10° UFC/mL) observamos el incremento
significativo de 3-veces en la concentracion de la Hsp-70 (5.12 + 0.15 ng/mL) con
respecto al grupo control (p <0.05; fig. 4), el cual fue reducido significativamente 1.3-
veces con la estimulacién simultanea de E. coli 10® UFC/mL+P4 (3.78 + 0.14 ng/mL;
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fig. 4).

Finalmente, la concentracién de la Hsp-70 no fue reducida significativamente por la
incubacion simultanea con E. coli 10° UFC/mL+P4+RU486 (4.73 + 0.06 ng/mL) y con
E. coli 10° UFC/mL+RU486 (4.85 + 0.55 ng/mL; fig. 4).

Estimulacion a las 24 horas

La concentracion de la Hsp-70 en el tejido de la CHD sin estimulacion fue de 1.29 +
0.09 ng/mL (grupo control). En este mismo ensayo se incluyeron el efecto de la
preincubacién con ciclodextrina (1.26 £ 0.06 ng/mL), P4 (1.45 + 0.05 ng/mL), y RU486
(1.15+£0.12 ng/mL) y no se observaron diferencias estadisticamente significativas con
respecto al grupo control (fig. 5; p =0.05).
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Figura 5. Secrecién de la Hsp-70 en el tejido de la coriodecidua después
de 24 horas de estimulacién. Grupo sin estimulaciéon (control; C),,
ciclodextrina (CDx), progesterona (P; 10mM), y mifepristona (RU486;
10mM). Estimulacién de la CDH con E. coli 102y 10¢ (barras negras) y se
muestra el efecto con progesterona, RU486 y en combinacion (barras
ashuradas). La concentracion de Hsp-70 se expresé como ng/ml para
cada muestra. Los datos representan la media + error estandar de 9
membranas fetales humanas independientes. Las diferencias estadisticas
se muestran con respecto al grupo control (§, p < 0.05), y con respecto a
la estimulacién con E. coli (*, p < 0.05).
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A las veinticuatro horas de estimulacidon, observamos que la incubacion simultanea
con E. coli 10> UFC/mL incremento significativamente 3.7-veces secrecion de la Hsp-
70 (4.85 + 0.11 ng/mL) con respecto al grupo control (p <0.05; fig.5;), y este efecto fue
revertido 1.3-veces por la incubacién simultanea con E. coli 10? UFC/mL+P4 (3.6 +
0.46 ng/mL; fig. 5).

Finalmente, la concentracién de la Hsp-70 no fue reducido significativamente por la
incubacion simultanea con E. coli 10> UFC/mL+P4+RU486 (4.49 + 0.14 ng/mL) y por
E. coli 10 UFC/mL+RU486 (5.30 + 0.41 ng/mL; fig. 5).

Al estimular ala CHD con E. coli (106 UFC/mL) observamos el incremento significativo
de 4.1-veces en la concentracion de la Hsp-70 con respecto al grupo control (fig. 5; p
<0.05).

La estimulacién con E. coli 10° UFC/mL+P4 (4.77 £ 0.46 ng/mL), y E. coli 10°
UFC/mL+P4+RU486 (4.61 + 0.22 ng/mL) no mostraron wuna diferencia
estadisticamente significativa con respecto a la estimulacion con E. coli 10¢ UFC/mL
(p =0.05; fig. 5;).

7.3 Secrecion de la IL-1f
Se determino el efecto de la progesterona sobre la secrecion de la IL-1B en el tejido
de la coriodecidua (CHD) a las 3 (figura 6), 6 (figura 7) y 24 horas (figura 8) después

de la estimulaciéon con Escherichia coli.

Estimulacion a las 3 horas

La concentracion de la IL-1B en el tejido de la CHD sin estimulacion fue de 5.6 + 0.09
ng/mL (grupo control; fig. 6). Después de la estimulacién con E. coli 10> UFC/mL se
incrementd 1.3-veces la secrecion de la IL-13 con respecto al grupo control (p < 0.05)
y este efecto fue revertido 1.2-veces por la incubacién simultanea de E. coli 102
UFC/mL+P4 (p <0.05). La concentracion de la IL-1$ no fue reducida significativamente
por la incubacion simultanea con E. coli 10? UFC/mL+P4+RU486 (6.75 + 0.23 ng/mL) y
por E. coli 10° UFC/mL+RU486 (6.77 + 0.17 ng/mL; fig. 5).
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Figura 6. Secrecion de la IL-18 en el tejido de la coriodecidua después de
3 horas de estimulacién. Grupo sin estimulacién (control; C),
estimulacion de la CDH con E. coli 102y 10¢ (barras negras) y se muestra
el efecto con progesterona, RU486 y en combinacidon. La concentracién de
IL-1B se expres6 como ng/ml para cada muestra. Los datos representan
la media + desviaciéon estidndar de 9 membranas fetales humanas
independientes. Las diferencias estadisticas se muestran con respecto al
grupo control (§, p < 0.05), y con respecto a la estimulacién con E. coli (¥,
p < 0.05).

Al estimular a la CHD con E. coli (10° UFC/mL) observamos el incremento significativo
de 4.3-veces en la concentracion de la IL-1B con respecto al grupo control (p <0.05;
fig. 6) la cual fue revertida significativamente 1.3-y 1.1-veces por la estimulacion con
E. coli 10° UFC/mL+P4 (p <0.05) y E. coli 10° UFC/mL+P4+RU486 (p <0.05)
respectivamente, con respecto a la estimulacién con E. coli 10° UFC/mL (p <0.05; fig.
6). Este efecto no fue observado con la estimulacién simultanea de E. coli 10°
UFC/mL+RU486 (23.0 + 0.81).

Estimulacion a las 6 horas
La concentracion de la IL-1B en el tejido de la CHD sin estimulacion fue de 6.46 + 0.12
ng/mL (grupo control; fig. 7). Después de la estimulacién con E. coli 10> UFC/mL se

incrementd 1.2-veces la secrecidn de la IL-1 con respecto al grupo control (p < 0.05).
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La incubacién simultanea de E. coli 10> UFC/mL+P4 redujo 1.1-veces la secrecion de
IL-1B; sin embargo, no fue estadisticamente significativo con respecto al grupo tratado
con E. coli 10> UFC/mL (p =0.05; fig. 7). La concentracién de la IL-18 no fue reducido
significativamente por la incubacién simultanea con E. coli 10> UFC/mL+P4+RU486
(8.15 + 0.12 ng/mL) y por E. coli 10? UFC/mL+RU486 (7.15 + 0.20 ng/mL; fig. 7).
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Figura 7. Secrecion de la IL-18 en el tejido de la coriodecidua después de
6 horas de estimulacién. Grupo sin estimulacién (control; C),
estimulacion de la CDH con E. coli 102y 10¢ (barras negras) y se muestra
el efecto con progesterona, RU486 y en combinacidon. La concentraciéon de
IL-1B se expres6 como ng/ml para cada muestra. Los datos representan
la media + error estdndar de 9 membranas fetales humanas
independientes. Las diferencias estadisticas se muestran con respecto al
grupo control (§, p < 0.05), y con respecto a la estimulacién con E. coli (*,
p < 0.05).

Al estimular a la CHD con E. coli (10° UFC/mL) observamos el incremento significativo
de 9.6-veces en la concentracion de la IL-1B con respecto al grupo control (p <0.05;

fig. 7) la cual fue revertida significativamente 1.2-veces por la estimulacion con E. coli
10° UFC/mL+P4 con respecto al grupo de E. coli (10° UFC/mL) (p <0.05; fig. 7).

En este mismo intervalo de tiempo, no observamos diferencias estadisticamente
significativas en la incubacion con E. coli (10° UFC/mL)+P4+RU (63.8 + 0.90) y E. coli
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(10° UFC/mL)+RU (63.2 + 0.95) con respecto a la estimulacién con E. coli (10°
UFC/mL; fig. 7).

Estimulacion a las 24 horas

La concentracion de la IL-1B en el tejido de la CHD sin estimulacién fue de 7,12 £ 0.171
ng/mL (grupo control; fig. 8). Después de la estimulacién con E. coli 10> UFC/mL se
incrementd 2.8-veces la secrecidn de la IL-1 con respecto al grupo control (p < 0.05).
La incubacién simultanea de E. coli 10> UFC/mL+P4 redujo significativamente 1.1-

veces la secrecion de IL-1B (p =0.05; fig. 8).
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Figura 8. Secrecion de la IL-18 en el tejido de la coriodecidua después de
6 horas de estimulacién. Grupo sin estimulacién (control; C),
estimulacion de la CDH con E. coli 102y 10¢ (barras negras) y se muestra
el efecto con progesterona, RU486 y en combinacidon. La concentraciéon de
IL-1B se expres6 como ng/ml para cada muestra. Los datos representan
la media * error estdndar de 9 membranas fetales humanas
independientes. Las diferencias estadisticas se muestran con respecto al
grupo control (§, p < 0.05), y con respecto a la estimulacién con E. coli (*,
p < 0.05).

Al estimular a la CHD con E. coli (10° UFC/mL) observamos el incremento significativo

de 13.2-veces en la concentracidn de la IL-1B con respecto al grupo control (p <0.05;
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fig. 8) la cual fue revertida significativamente 1.0- y de 1.0-veces veces por la
estimulacién con E. coli 10° UFC/mL+P4 y E. coli 10° UFC/mL+P4+RU
respectivamente con respecto al grupo de E. coli (10° UFC/mL) (p <0.05; fig. 8).
Finalmente, no observamos diferencia estadisticamente significativas en la incubacion
con E. coli (10° UFC/mL)+RU (63.2 + 0.95) con respecto a la estimulacion con E. coli
(10° UFC/mL; fig. 8).
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8.0 DISCUSION

Las proteinas de choque térmico son un componente importante de la respuesta de
inmunidad innata y se encuentran regulando tanto los procesos fisioldgicos como en
diferentes condiciones patoldgicas y han sido localizadas en las diferentes regiones

celulares que conforman a las membranas fetales humanas (14, 47).

Se ha demostrado que, al estimular a macrofagos, y células dendriticas con un
componente estructural como es el lipopolisacarido de Escherichia coli se incrementa
la secrecidn de las Hsp (60- y 70-KDa) incrementandose la repuesta inflamatoria de
tipo IL-6, -12 y del TNFa (75, 76).

Recientemente Osorio-Caballero y colaboradores (2015) demostrado mediante un
modelo experimental de infeccidn que al estimular con E. coli al tejido de la
coriodecidua se incrementa la secrecion de la Hsp-60 y -70 de manera dosis
dependiente la cual fue dependiente del tiempo de estimulacion. El incremento de las
Hsp estuvo asociado en la fase tardia de la estimulacion con el aumento en la

secrecion de la IL-1B (15).

Se ha demostrado que la P4 modula la secrecion de diferentes moléculas asociadas
a la respuesta degradativa de las metaloproteasas de matriz extracelular (17),
citocinas inflamatorias (16, 62), de estrés celular (61) y en la modulacion de la proteina
de choque térmico de 10-KDa (67). A la fecha, no existen reportes de la modulacion
de la progesterona sobre la Hsp-70 en las membranas fetales humanas.

Utilizando el mismo modelo de infeccién, nos propusimos en el presente estudio determinar
si la progesterona reduciria en el tejido de la coriodecidua la concentracion de la proteina de

choque térmico de 70-KDa y de la IL-1B inducidas por la estimulacion de Escherichia coli con
respecto al grupo experimental sin tratamiento. Los resultados obtenidos en el presente
estudio sugieren que 1) la P4 reduce en el tejido de la coriodecidua el perfil de
secrecion de la Hsp-70 (figuras 3-5) y de la IL1B (figuras 6-8) a las 3, 6, y 24 horas
después de la estimulacion con E. coli: y 2) la estimulacién simultdnea de P4+RU
restablece la concentracién de la Hsp-70 con respecto a la obtenida con la

estimulacion de Escherichia coli.

El papel funcional de la P4 sobre la actividad de diversos genes ha quedado

demostrado mediante la utilizacion de un analogo sintético llamado mifepristona
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(RU486) el cual tiene afinidad por los receptores de progesterona el cual activa la
uterina y la induccion del trabajo de parto, por lo que estaria provocando un efecto
inhibidor sobre la P4 (77, 78).

Se ha demostrado que en las membranas fetales humanas se encuentran cinco
isoformas del receptor de progesterona RP-A (82 KD), RP-B (116-KDa), RP-C (60-
KDa), y dos isoformas pequenas de 45 y 36-KDa (79). Previo al trabajo de parto se ha
demostrado que el receptor que se encuentra con mayor expresion en el tejido de la
coriodecidua es el RP-B y la activacién del trabajo de parto asociado el cual esta
asociado a la respuesta inflamatoria disminuye la expresion del RP-B y se aumenta el
RP-A (79).

Estudios posteriores seran dirigidos para determinar el efecto de la estimulacién con
E. coli en el tejido de la coriodecidua sobre los receptores de progesterona.

9.0 CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos sugieren que la progesterona modula la secrecién de la Hsp-
70 en el tejido de la coriodecidua y que este efecto es a través de los receptores de
progesterona ya que en el grupo tratado con su antagonista (RU486) aumenta la
concentracion en el medio de cultivo de la Hsp-60
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Registro del proyecto institucional

INSTITUTO NACIONAL DIRECCION GENERAL
DE PERINATOLOGIA
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“ANO DEL CENTENARIO DE LA PROMULGACION DE LA CONSTITUCION
POLITICA DE LOS ESTADOS UNIDOS MEXICANOS™

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

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

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

Registro: 2017-2-82
Vigencia autorizada: 18/09/2017 al 08/09/2019

Monto autorizado: $ 351,300.00

En cuanto-al monto econoémico solicitado por usted para desarrollar el proyecto mencionado, la
asignacion. dependera = estrictamente de la ' disponibilidad’ de ' los recursos fiscales
correspondientes y, en'su caso,-de |a disponibilidad de los mismos entregados por agencias
financiadoras externas. Si requiere una.extension de tiempo para la terminacion del proyecto
deberd requisitar el formata correspondiente, .y solicitarla un mes antes de la fecha de
vencimiento de la vigencia del mismo.

Me permito hacer de su-conocimiento que, durante el desarrollo de este proyecto;, debera
entregar informes trimestrales ¥ al concluir. ebmismo.el informe teécnico final y financiero
segun el formato institucional, parala presentacién de productos.de investigacion, acompanado
de los documentos probatorios del mismo.

Le felicito por su desempefio y compromiso. institucional .y me es grato enviarle un atento
saludo.

ATENTAMENT

URO CARDONA
DIRECTOR GENERAL

EREZ

.
Montes Urales 800, Col. Lomas Virreyes, Deleg Miguel Hidalge, Cludad de México, C.P. 11000
Teléfonos: 5520 8565 y 5302 2493 Fax: 5520 1593, e-mail: dirgral @inper.mx«
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ANEXO 2

Consentimiento informado

DIRECCION DE INVESTIGACION
SOLICITUD DE EVALUACION Y REGISTRO DE
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 chogue
térmico las cuales estan involucradas con la respuesta inmunolégica. 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 anfi-inflamatorias en el tejido de la
coriodecidua humana después de la infeccion con Escherichia coll.

El estudio basicamente consiste en lo siguiente:

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

e

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 medica que ambos reciban.

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

Las preguntas gue 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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wiko Ein PROTOCOLO DE INVESTIGACION
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TEXTO DECLARATORIO

YO

(Nombre del participante o de su representante legal)

Declaro libremente que estoy de acuerdo en participar (en que participe nu representado cuyo nombre aparece abajo) en
esta investigacion cuyo objetivo, procedimientos. beneficios. y riesgos se especifican en el Apartado A de este
documento.

Se me ha mformado que el participar en este estudio no repercutira en el costo de la atenc1on médica que se me deba
brindar y que toda la informacion que se otorgue sobre mu (su) identidad v participacion sera confidencial. excepto
cuando yo lo autorice.

Para los fines que se estime convemente, firmo la presente junto al investigador que me informod v dos testigos,
conservando una copia de a) Consentimiento informado v b) Informacidn proporcionada para obtener nu autorizacion.

Meéxico DF. a de del
NOMBRE FIRMA

DPARTICIPANTE
REPRESENTANTE
INVESTIGADOR. Hector Flores Herrera

RELACION CON LA PACIENTE DOMICILIO FIRMA
TESTIGO 1
TESTIGO 2
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