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RESUMEN.

La placentitis equina es una condicién caracterizada por un proceso de infeccion e
inflamacion de la placenta. El desarrollo experimental de la placentitis equina ha
hecho posible evaluar diferentes marcadores asociados con la respuesta
inflamatoria y la contraccion uterina, sin embargo, hasta el momento, no existen
reportes que describan el perfil espacio temporal de estos marcadores en el
transcurso de la gestacion en yeguas. Los principales objetivos del presente estudio
fueron: 1) cuantificar a los 240 y 320 dias de gestacion la concentracion de IL-18 y
la actividad de la proMMP-2 y proMMP-9 en el suero de yeguas sanas y en yeguas
con diagnostico de placentitis. 2) determinar la asociacion de estos marcadores con
el desarrollo de la placentitis y con el bienestar del potro. Las muestras sanguineas
fueron obtenidas de 16 yeguas gestantes de raza Pura Sangre Inglesa bajo las
siguientes categorias: 1) yeguas sanas con una gestacion a término; 2) yeguas con
datos sugestivos de placentitis y 3) yeguas con datos evidentes de placentitis segun
monitoreo ultrasonografico. En todos los casos, la salud del potro fue evaluada. La
cuantificacion de la elL-1B se realizé mediante el ensayo de ELISA. La actividad de
la proMMP-2 y de la proMMP-9 fue determinada por Zimografia. Nuestros
resultados indican que: 1) en el plasma del grupo control, es decir, en yeguas
clinicamente sanas, la concentracion de elL-1B incrementa significativamente 16.6
veces del dia 240 al 320 de gestacion; mientras que, proMMP-2 y proMMP-9
disminuyen con respecto al grupo control; 2) en yeguas con signos sugestivos o
evidentes de placentitis, la concentracion de elL-1B y la actividad de proMMP-9 y
proMMP-2 se incrementa en asociacion con la mortalidad del potro. Estos
resultados en su conjunto sugieren que elL-1B3, proMMP-2 y proMMP-9 pueden ser
utilizados como marcadores de dafo en el binomio yegua-potro.

Palabras clave: Placentitis equina, metaloproteinasas de matriz extracelular,
gestacion en las yeguas, citocinas inflamatorias.



ABSTRACT

Equine placentitis is a condition characterized by infection and inflammation of the
placental. The experimental development of equine placentitis has made it possible
to evaluate different markers associated with the inflammatory response, uterine and
myometrial contraction; however, there are no reports that describe the spatio-
temporal profile of these markers in mares during their gestation. The purpose of this
study was to quantify the concentration of elL-18 and determine the activity of
proMMP-2 and proMMP-9 in serum of equine placentitis at 240 and 320 days of
gestation and establish whether equine placentitis are associated with changes in
the profile secretion of these markers. The blood samples were obtained from
sixteen English Thoroughbred pregnant mares obtained from 1) healthy mares with
full term gestation; 2) mares with data suggestive of placentitis; and 3) mares with
evident data of placentitis. In all cases the health of the foal was considered. The
guantification of elL-13 was carried out by the ELISA assay, and gelatin zymography
was performed for evaluation of proMMP-2 and proMMP-9 activity. Our results
indicate that 1) in the plasma of healthy pregnant mares, the concentration of elL-13
increased significantly 16.5-fold from day 240 to day 320 of gestation, meanwhile
proMMP-2 and proMMP-9 slightly decreased; 2) in mares with signs suggestive or
evident of placentitis, the concentration of elL-1B and the activity of proMMP-9 and
proMMP-2 were increased and were associated with the mortality of the foal. These
observations suggest that these markers can be used as indicators of damage in the

mare-foal relationship.

Keywords: Equine placentitis; extracellular matrix metalloproteinases; pregnant
mares; inflammatory cytokine
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1.0 INTRODUCCION.

El término placentitis hace referencia a la presentacién y desarrollo de inflamacion
en la placenta (Loux y Ball 2018). En equinos, la placentitis afecta aproximadamente
hasta el 10% de las yeguas gestantes y es una de las principales causas asociadas
a los abortos espontaneos (Cummins et al. 2008), y a las infecciones de los potros

en el utero (Hong et al. 1993).

Se ha demostrado que el desarrollo de la placentitis es inducido por bacterias gram-
negativas (Escherichia coli, Pseudomonas spp., Klebsiela spp., Salmonella abortus
equi), bacterias gram-positivas (Streptococcus equi susp. zooepidemicus,
Streptococcus equisimilis, Staphylococcus spp., Corynebacterium
pseudotuberculosis, Nocardia spp.) (Hong et al. 1993), virus (gammaherpesvirus,
herpervirus equino), y otros microorganismos patégenos (LeCuyer et al. 2015). Las
infecciones uterinas se producen tanto por la via ascendente asociadas a las
bacterias que migran desde la vagina hasta el cérvix para contactar con el cuerpo y
cuernos uterinos (Fernandes et al. 2019, McGlothlin et al. 2004, Peric et al. 2019),
0 bien, via sistémica (Pusterla et al. 2011).

Este proceso infeccioso induce la respuesta materna mediante la secrecion de
citocinas inflamatorias (IL-1B, -6, y -8) (Fedorka et al. 2019, LeBlanc et al. 2012) y
de factores uterotoénicos como la prostaglandina (PGE-2) (Li et al. 2019, Zhang et al.
2019) lo que estimula en la siguiente fase la produccion de diversas

metaloproteinasas de matriz extracelular (MMP) como la MMP-2 y MMP-9 (Barton
and Gehlen 2016, Rossi et al. 2017).

Las MMPs son proteinas de una amplia familia de proteasas dependientes de Zinc
(Zn%*) de las cuales existen dos tipos: secretoras (MMP-1,-2,-3,-9) vy
transmembranales (MT-MMP14, -15 -16, -24) (Somerville, Oblander y Apte 2003).
Las MMPs secretoras tienen como principal funcion degradar diferentes



componentes de la matriz extracelular, en tanto que las MT-MMPs regulan la
activacion de las MMP secretoras en el espacio extracelular (Butler y Overall 2013,
Somerville, Oblander y Apte 2003).

Previos estudios en el laboratorio han demostrado mediante un modelo
experimental de infeccidon que las membranas fetales humanas al ser infectadas con
E. coli incrementan la respuesta inflamatoria, asi como la secrecion de la MMP-2,y
-9. Estas MMPs actian sobre el colageno que compone al corioalantoides y al
amnios, causando un rompimiento y debilitamiento de la fuerza tensil y soporte de
dichos tejidos, provocando aborto o parto prematuro con complicaciones neonatales
(Flores-Herrera et al. 2012).



2.0 ANTECEDENTES.

2.1 Desarrollo de la placenta equina.

Posterior a que el blastocito equino ingresa al utero en el dia seis después de la
ovulacion (Okuda y Vrenken 2013) este se encuentra rodeado de una céapsula
formada por glucoproteinas similares ala mucina (Allen y Wilsher 2009). Dicha capa
empieza a degradarse hacia el dia 20-21 post ovulacion, dando paso al
establecimiento del intercambio de nutrientes y gases entre la madre y el embrion a
través de la interaccion del epitelio columnar del corion que se coloca en aposicion
con el epitelio luminal uterino (placenta epiteliocorial) (Allen y Stewart 2001). El
establecimiento embrionario se caracteriza por el acercamiento de este hacia las
glandulas endometriales que le brindardn soporte nutricional a través del histotrofo
(Allen y Wilsher 2009). Al mismo tiempo, el alantoides que hasta este momento es
solo un pequefio saco adyacente al intestino grueso, empieza a expandirse hasta
rodear todo el embrion, fusionandose con el corién al dia 28 de la gestacion
formando el alantocorion, lo que inicia con el desarrollo de la placenta (Allen y
Wilsher 2009) (Figura 1). Estos dos tejidos también se encuentran en asociacion
con el mesodermo, cuyos vasos sanguineos se expanden formando el mesodermo
alantoideo (Allen 2001). Entre el dia 25 a 34 de gestacién sobre la superficie del
corion entre la region del alantoides en expansion y el saco vitelino en regresion se
forma un engrosamiento del trofoblasto en forma de anillo que rodea al embrién
(Allen 2001). Este engrosamiento se denomina cinturén coriénico (Allen y Stewart
2001) (Figura 1).



Figura 1. Adaptado de: Areview ofimplantation and Early Placentationin the Mare, (W.R Allen 2009), Placenta
y de Equine placentation, ( Allen 2001) Reproduction, Fertility and Development. Localizacién del cinturén
coridnico. lzquierda: Embrién equino de 28 dias de gestacidén en el que se muestra la distribucidénde la
vascularizacion del alantocoridn (ac) con respecto a la posicion del embridn (E). El cinturdn coridnico es apenas
visible como una cinta de color palido rodeando al embrién (*) (Modificado de (Allen and Wilsher 2009).
Derecha: Embridn equino de 36 dias de gestacidon donde se muestra el cinturén coridnico (cc) entre el
alantocorién(ac)y el saco vitelino en regresion (sv). La barrainferior derecha representa 1.5cm

Figura 2. Adaptado de: A review of implantation and Early Placentation in the Mare, (W.R Allen, 2009),
Placenta. Formacion de las copas endometriales. Derecha: Fotomicrografia de las células que conforman el
cinturdn coridnico(cc) en aposicion con el endometrio equino (E) iniciando lainvasion del estroma al dia 37
de gestacion. Se puede visualizar las células del trofoblasto en la parte superior de laimagen (T). La barra color
negro corresponde a 45um. lzquierda: Embrién equino in situ de 46 dias de gestacién donde se puede
visualizar las copas endometriales (CE) completamente formadas invadiendo el endometrio, asi como la
estructuraresultante de laregresion del saco vitelino(sv) (F= feto, ac= alantocorién, Barra= 15mm).



Las células trofoblasticas del cinturdén coridnico rapidamente forman pliegues y
crestas debido a hiperplasia celular (Allen and Wilsher 2009). Ademas, las células
mas superficiales del cinturdn liberan una secrecion tipo pegamento que une al

embrion con el tejido endometrial adyacente (Allen 2001).

Wooding y Fowden (2006) han descrito que la interaccion entre la madre y el
embrién se establece entre el dia 35 a 42 de gestacion, cuando las células del
cinturén coridnico se desprenden y las células trofoblasticas binucleadas migran
hacia el epitelio uterino invadiéndolo, formando conjuntos de células dentro del

estroma denominadas copas endometriales (Allen y Wilsher 2009) (Figura 2).

Las copas endometriales son fuente de gonadotropina coridnica equina (eCG)
(Wilsher y Allen 2012) cuya funcion es la formacion de cuerpos luteos secundarios
con la consecuente produccion de progestinas y mantenimiento de la gestacion
(Aurich y Budik 2015).

Una vez establecidas las copas endometriales, el alantocoribn no invasivo,
comienza a formar una asociacion con el epitelio endometrial adyacente a través
del desarrollo de microvellosidades (Wilsher y Allen 2012). Al mismo tiempo y hasta
el dia 80 a 85 de gestacion, el alantocorion se expande, formando sobre el total de
su superficie prolongaciones en forma de dedos (vellosidades) (Allen 2001). Estas
prolongaciones a su vez se interdigitan con depresiones endometriales (Samuel,
Allen y Steven 1974).

A partir de este punto comienza una ramificacion tanto de las vellosidades del
alantocorion como de sus correspondientes depresiones sobre el endometrio,
formando hacia el dia 120 de gestacion una estructura final denominada
microcotiledones (Allen 2001) (Figura 3).

Durante este tiempo (dia 120 de gestacion), las glandulas uterinas contindan
secretando histotrofo, por lo que el tejido trofoblastico adyacente a los

microcotiledones se especializa en absorber este liquido a través de la elongacion



y pseudoestratificacion celular (Allen y Wilsher 2009). A estas areas de células
trofoblasticas especializadas en la absorcion de histotrofo se les denomina areolas
(Wilsher and Allen 2012) (Figura 4).

Lado fetal del microcotiledén Corioalantoides Vasos umbilicales
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Figura 3. Equine placentation, (Allen and Stewart 2001) Reproduction, Fertility and Development.
Microcotileddn de la placenta equina. El epitelio uterino con el epitelio trofobldstico que no participaen la
formacion delas copas endometriales se ramifica e interdigita, aumentandola superficie de contacto entrela
yeguay el potro sininvadir el estroma uterino. Alas estructuras resultantes se les denomina microcotiledones.

Figura 4. Adaptado de: A review of implantation and Early Placentation in the Mare, (W.R Allen, 2009),
Placenta. Areolas. Derecha: Fotomicrografia que muestra la aposicion del tejido alantocorionico (ac) con el
endometrioequino (E) al dia 68 de gestacidn. Las células del trofoblasto adyacente a los microcotiledonesy
en la cercania de la apertura de las glandulas endometriales se desarrolla y especializa en la absorcién del
histotrofo, formando las areolas (Flecha) (Barra= 125um). lzquierda: Fotomicrografia de las células
trofoblasticas pseudoestratificadasque forman la areola (AR) (Barra= 45um).



Por su parte, las copas endometriales alcanzan su maximo tamafio a los 70 dias de
gestacion para luego comenzar a degenerar hasta desaparecer por completo entre
el dia 120 a 150 de gestacion (Allen y Wilsher 2009), lo que coincide con la
formacion final de los microcotiledones y con ello el desarrollo 6ptimo de la placenta
gue la hace capaz de secretar progestinas, continuando con el mantenimiento de la
gestacion hasta el parto (Aurich y Budik 2015). Estas caracteristicas indican que los
equinos presentan una placenta epiteliocorial, difusa y microcotiledonaria, cuyo

desarrollo finaliza hasta el dia 150 de gestacion (Wooding y Fowden 2006).

2.2 Etiologia de la placentitis.

Una de las causas mas importantes por la que se presentan nacimientos prematuros
y abortos en equinos es la placentitis (Canisso, Loux y Lima 2020). Se ha
establecido que la forma mas comun de placentitis es aquella donde las bacterias
patégenas que forman parte del microbioma de la vagina ascienden (Macpherson y
Bailey 2008), cruzan la barrera cervical y colonizan e infectan a las membranas
fetales provocando necrosis supurativa, sobre todo en el polo caudal de la
membrana corioalantoidea en la zona denominada estrella cervical (LeBlanc et al.
2012). Lo anterior se asocia a un adelgazamiento y separacion del tejido placentario
del utero materno, lo que desencadena un parto prematuro que compromete el
bienestar del binomio yegua-potro (Coleman y Whitfield-Cargile 2017). Los signos
clinicos mas comunes de placentitis equina son: desarrollo prematuro de la glandula
mamaria y descarga vulvar, asi como un aumento del grosor de la unidad Utero-
placenta medida por ultrasonido (Macpherson y Bailey 2008), sin embargo, estos
pueden no presentarse hasta que las lesiones placentarias estan muy avanzadas,
por ello, resulta de suma importancia reconocer el mecanismo inmunolégico
temprano de la patologia que permita desarrollar un diagnéstico oportuno (LeBlanc
2010).



Los andlisis microbiologicos han demostrado que el 53% de los agentes causantes
de la infeccién son bacterias, de las cuales, el 28% corresponde a Streptococcus
equi subsp zooepidemicus, mientras que el resto se ha asociado con Escherichia
coli, Leptospira spp, Pseudomonas spp, Streptococcus equisimilis, Klebsiella spp y
Actinobacillus spp (LeBlanc et al. 2012, Lyle 2014).

2.3 La infeccion intrauterina induce la secrecion de las citocinas
proinflamatorias y la expresion de las metaloproteasas de matriz
extracelular.

Durante la gestacion, la placenta y el tejido uterino poseen diferentes mecanismos
de regulaciéon inmunolégica, los cuales estdn encaminados a favorecer el
establecimiento de la gestacion y dar una reaccion oportuna ante las infecciones sin
comprometer la inmunotolerancia al embrion y con ello mantener la gestacion
(Olmos-Ortiz et al. 2019). En la placenta decidual residen células inmunes maternas
como las células Natural Killer deciduales (dNK), linfocitos TCD4+ y CD8+,

macrofagos y células dendriticas (Heerema-McKenney 2018).

La migracion, el establecimiento, la proliferacion, y la activacion de estas células
inmunologicas esta regulada por la interleucina 2 (IL-2) e IL-15 asi como por la
progesterona (Olmos-Ortiz et al. 2019). Las infecciones intrauterinas modifican el
equilibrio inmunolégico, estimulando el incremento de la produccién de citocinas
embriotoxicas como el factor de necrosis tumoral (TNF) y el interferon gamma
(INFG) comprometiendo el dialogo entre los tejidos maternos y el embrion
(Robertson et al. 2018).

Se ha demostrado que el establecimiento de la infeccion y la respuesta
inmunoldgica no controlada por parte de las células profesionales activan

prematuramente el trabajo de parto (Keelan 2018), por ejemplo: se ha sugerido que



la IL-1pB liberada durante un proceso inflamatorio participa en la induccién del parto
estimulando la produccion de PGE:2 y de la hormona adrenocorticétropa (ACTH)
(Lyle 2014, Mulla y Buckingham 1999). Por su parte, los neutréfilos como la primera
linea de defensa son activados y movilizados por citocinas quimiotacticas como la
IL-8 favoreciendo la fagocitosis de los patégenos que los activd. En este proceso,
los neutrofilos también liberan factores antimicrobianos, incluyendo especies
reactivas de oxigeno, defensinas y proteasas como las metaloproteasas de
neutrofilos (MMP-25) y la MMP-8 (Keelan 2018).

El desarrollo de un modelo experimental de infeccion ha permitido demostrar que
las membranas fetales humanas responden activamente ante la infeccion
secretando IL-1B y TNF-a. La respuesta inflamatoria resultante activa la expresion
de la MMP-2 y MMP-9, las cuales degradan los componentes estructurales y de
soporte de las membranas fetales provocando el debilitamiento y separacion del
tejido materno del fetal (Flores-Herrera et al. 2012).

De igual forma, Zhang (2019) demostraron mediante cultivo in vitro de células
endometriales bovinas que la estimulacion con Escherichia coli (105 UFC/mL) por
12 horas incrementa la secrecion de PGE2 mediada por la expresién del ciclo
oxigenasa 2 (COX-2). El incremento de la PGE2/COX-2 se asoci6 con la expresion
de IL-1B, IL-6, IL-8, y TNFa (Zhang et al. 2019).

En el caso de los equinos, Leblanc (2012) demostraron mediante un modelo
experimental de placentitis que la inoculacion con 10° UFC/mL de Streptococcus
equi subesp zooepidemicus a yeguas gestantes entre los 285 a 291 dias induce la
sobre expresion del mRNA para IL-1B, IL-8, IL-6 y TNF-a en el tejido de la
corioalantoides, especialmente en la zona de la estrella cervical. En este mismo
estudio, los autores demostraron que el aumento en la concentracion de PGE2 y

PGF2a en el liquido alantoideo son asociadas con abortos (LeBlanc et al. 2012).

En yeguas, un parto prematuro es un evento adverso debido a que el potro requiere

de un aumento en la concentracion de cortisol para la activacion de eventos



requeridos en la vida neonatal como: la induccion de enzimas glucogénicas
hepéticas (Fowden et al. 1991), el aumento en la concentracién de la hormona
triyodotironina (T3) (Silver et al. 1991) y de la presion arterial fetal (Forhead et al.
2000), asi como la maduracion final del sistema respiratorio y gastrointestinal
(Ousey 2004). Sin embargo, las concentraciones de hormona adrenocorticétropa
(ACTH) y de cortisol se mantienen muy bajas durante la gestacion (Silver 1990)
hasta que 2 o 3 dias antes del parto el cortisol aumenta significativamente y la
maduracion final del potro ocurre (Lester 2005).

Como parte de una estrategia cuyo objetivo seria inducir madurez precoz sin dafar
la salud del potro, Ousey y colaboradores (2000) administraron a ponis de 300 dias
de gestacion 5mg de hormona ACTH via intramuscular (n=14) cada 24 horas
durante tres dias. Sus principales observaciones indicaron que dicha dosis de ACTH
induce el parto ligeramente antes (318 dias vs 327 dias) en yeguas cuyas
gestaciones iniciaron al final de la temporada reproductiva. Se ha establecido que
el potro prematuro es aquel que nace antes de los 320 dias de gestacion. Estos
potros presentan debilidad generalizada, pobre desarrollo muscular y de reflejo de
succién, asi como dificultad para levantarse y un conteo menor de leucocitos totales.
(Lester 2005)

Ademas, Ousey y equipo determinaron altas concentraciones de progestagénos y
cortisol posterior a las dosis de ACTH en yeguas con gestaciones tardias, cuyos
potros finalmente nacieron con bajo peso o muertos (n=2) (Ousey et al. 2000).

2.4 Interleucina 1 beta (IL-1B).

La IL-1B pertenece a un subgrupo de la superfamilia Interleucina 1 compuesta por:
IL-1a, IL-1B e IL-33 debido a que presentan largos péptidos precursores (Scott et
al. 2017).
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Los genes que codifican tanto para IL-18 como para IL-1a se encuentran en el
cromosoma 2 en humanos (Lafage et al. 1989) y en el cromosoma 15 en caballos

(https://www.ncbi.nim.nih.gov/gene/?term=Equus+caballus+IL).

Ambas interleucinas comparten una estructura en fomade trébol compuesta por 12
hebras u hojas B (B1 - B12) que forman un nucleo hidrofobico y seis horquillas o
bucles (Fields, Gunther y Sundberg 2019) (Figura 5).

N Terminal

Figura 5. Adaptado de: Structural Basis of IL-1 Family Cytokine
Signaling (Fields, 2019), frontiers in Immunology. Estructura de la
IL-1B. Compuesta por 12 hebras B (B16) y 6 horquillas o bucles
(H1-H6) que le dalaaparienciadeun trébol.

Tanto IL-18 como IL-1a son producidas por monocitos, macrofagos y en menor
grado por neutrofilos, queratinocitos, células epiteliales y endoteliales, asi como por

linfocitos, células musculares y fibroblastos (Kaneko et al. 2019).

La familia de la IL-1 carece de péptido sefial, por lo que dichas citocinas se localizan
en el citoplasma en su forma inactiva (prolL-1B, prolL-1a) (Dinarello 2018), sin
embargo, la prolL-a se produce de forma constitutiva (Fields, Gunther y Sundberg
2019), mientras que la prolL-1B tiene que ser inducida por un estimulo inflamatorio

y liberada al espacio extracelular (Dinarello 2018).
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Las isoformas prolL-1 (B/a) pesan 31 kDa, en tanto que sus formas activas o
maduras actlL-1(B/1a) son de aproximadamente 17 kDa (Negrini, Gorgoulis y
Halazonetis 2010). En su forma activa, ambas isoformas solo comparten el 25% de

similitud.

La produccién de IL-1B puede ser mediada por la activacion de los receptores tipo
Toll presentes en monocitos. Estos, almacenardn la interleucina en los
inflamasomas, un complejo de proteinas que se expresan en el citoplasma durante
la inflamacion, lo que favorecera la rapida respuesta al momento de la infeccion.

(Krumm, Xiang y Deng 2014)

Asi, la activacion de la IL-1B puede ser a través de la caspasa 1 regulada por el
inflamasoma (Gabay, Lamacchia y Palmer 2010), o bien, a través de la escisién por
MMPs como la MMP-9 (Dinarello 2018) (Figura 6).

-'—"’ T actIL-1
wes D @
—

ECM prolL-1p

A actIL-1 %

Citosol .\
""‘"L H l—-
Caspasa 1
Nicleo IL-1 B

Figura 6. Adaptado de: IL-1 pathways in inflammation and human
disease, (Gabay, 2010 y creado en BioRender) Nature Reviews
Rheumatology. Vias de activacion dela IL-1p. La via clasica porlacual la
isoforma prolL-1PB es activada (actlL-1p) esta mediada por la caspasa 1
(B). La via alterna, es cuando la prolL-1B es secretada al espacio
extracelularen donde es escindida por enzimascomo la MMP-9 (A).
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2.4.1 Receptor de IL-1B.
De los 10 tipos de receptores para la familia IL-1 existentes, la IL-13 como la IL-1a

ejercen sus funciones a través de la union con el receptor para IL-1 tipo | (IL-1RI)
(Dinarello 2011). Este receptor esta formado por tres dominios extracelulares tipo
inmunoglobulinas y un dominio intracelular parecido a los receptores tipo Toll

(dominio TIR: Toll Interleukin 1-receptor) (Krumm, Xiang y Deng 2014) (Figura 7).

La interaccion de la IL-1B con su receptor (IL-1RI) induce el reclutamieto de otro
receptor denominado proteina accesoria del IL-1R (IL-1RAcP). Estas tres moleculas
con sus dominios TIR asociados (IL-1B/IL-1RI/IL-1RACP) inician la cascada
intracelular con el reclutamiento del factor de diferenciacion 88 (MYD88) (Dinarello
2018). Posteriormente, la union TIR-MYDS88 activa a las kinasas asociadas a IL-1R
o al Factor 6 asociado al receptor del Factor de Necrosis Tumoral (TNFF6). Estos,
a su vez, activan al NFkB o a las proteinas kinasas activadas por mitogeno (MAPK)

(Krumm, Xiang y Deng 2014) (Figura 7).

La IL-1 promueve el reclutamiento de células de respuesta a inflamacion a través
de la expresion de moléculas de adhesion sobre las células endoteliales asi como
por la estimulacion de la liberacion de quimiocinas por las células estromales
(Krumm, Xiang y Deng 2014). La IL-1 también induce la produccién de enzimas
como la fosfolipasa A2, la COX-2, la oxido nitrico sintetasa (NO) y MMPs (Jacques
et al. 2006).
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Figura7. Adaptado de: Structural biology of the IL-1 superfamily: Key cytokines in the regulation of immune
and inflammatory responses, (Krumm, 2014), Proteinscience. Estructuray sefializacion del receptor para IL-
1B. El receptor paralL-1p esta formado portres dominios extracelulares tipo inmunoglobulina (D1-D3) y un
dominio intracelulartipo Toll (TIR). Launidonde IL-1B consu receptor (IL-1R) estimula el reclutamiento de la
proteinaaccesoriade IL-1R (IL-1RAcp) que cuenta con los mismos dominios. El trinomio IL-1R/L-1B/IL-1RAcp
con sus dominios TIR asociados inician la cascada celular con el reclutamiento del factor de diferenciacion 88
(MYD88), el cual activa al factor 6 asociado al receptor del TNF (TNFF6) que a su vez reclutard al Factor de
transcripcionnuclear kB (NFkB) o a las proteinas kinasas activadas por mitégeno (MAPK).

2.4.2 Inhibidores endégenos de la IL-1.
Existen tres principales inhibidores enddgenos para la IL-1 que se describen a

continuacion;

Antagonista del receptor paraIL-1 (IL-1Ra): IL-1Ra es un citocina antagonista de
IL-1 debido a que una vez que se une al receptor IL-1RI, el binomio resultante no
es capaz de reclutar a IL-1RACcP, inhibiendo asi la sefial (Arend et al. 1998) (Figura
8).

Se han descrito dos principales isoformas de IL-1Ra: una de 17 kDa secretada por
monocitos, macréfagos y neutrofilos y otra de 18kDa expresada por células
epiteliales y fibroblastos (Arend 1993).
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Receptor para interleucina tipo Il (IL-1RIl): pertenece a la familia del IL-1R pero
este presenta un dominio citoplasmatico muy corto (29 aminoacidos) que difiere con
el dominio tipo Toll de IL-1R, debido a esto, una vez que IL-1B se une a IL-1Rly a
IL-1RII en lugar de IL-1RAcp, el complejo resultante carece de la asociacion de los
dominios TIR y la sefial intracelular no ocurre (Krumm, Xiang y Deng 2014) (Figura
8). Existe una formasoluble de IL-1RII (sIL-1RII) que se une con IL-1 en el espacio

extracelular (Peters, Joesting y Freund 2013).

Molécula relacionada al IL-1R o SIGIRR: esta molécula también pertenece a la
familia del IL-1R; posee un dominio extracelular tipo inmunoglobulina y 100 aa
adicionales en el dominio tipo TIR intracelular. Este ultimo, inhibe la activacion de
NFkB, ERKsy JNKs (Garlanda, Anders y Mantovani 2009).

IL-1RII IL-1RI IL-1RI

Figura 8. Adaptado de: Structural biology of the IL-1 superfamily: Key cytokines in the regulation of immune
and inflammatory responses, (Krumm, 2014), Protein science Antagonistas de la IL-1f. A: El Receptor para
interleucina tipo Il (IL-RIl) contiene un dominio intracelular muy corto, por lo que una vez que se forma el
complejo IL-1RI/IL-1B/IL-1RIl este carece de la asociacion de los dominios TIR, por lo que la sefializacion no
ocurre. B: El Antagonistadel receptor paralL-1 (IL-1Ra) es una proteina que se une aIL-Rl en lugar de IL-1,
sin embargo, estaesincapazde reclutaralL-RAcp, porlo que no se generala seiial.
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2.5 Las metaloproteinasas de matriz extracelular (MMP).

Las metaloproteinasas (MMPs) son enzimas de tipo endoproteasas dependientes
de zinc, cuyo papel clasico en los tejidos es la remodelacion y degradacion de
proteinas en la matriz extracelular (MEC) (Klein y Bischoff 2011), sin embargo,
también participan en diferentes procesos celulares como la proliferacién, migracion
y diferenciacion celular, apoptosis, angiogénesis, reparacion tisular y respuesta
inmune (Cui, Hu y Khalil 2017, Tomlinson et al. 2008). Debido a su naturaleza
degradativa, las MMPs también pueden afectar moléculas en la superficie celular y

modular sefializaciones intracelulares (Somerville, Oblander y Apte 2003).

Las MMPs son secretadas por las células proinflamatorias y uteroplacentarias como

los fibroblastos, osteoblastos, células endoteliales, macréfagos, neutréfilos,

linfocitos y células del citotrofoblasto (Cui, Hu y Khalil 2017).

Robert Somerville (2003) describi6é 23 tipos de MMPs en humanos (Cuadro 1), cada

una de ellas transcrita por su propio gen. La mayoria de estos genes estan

localizados en el cromosoma 11. (Somerville, Oblander y Apte 2003)

Cuadro 1. Clasificacion de las MMPs y sustratos que degradan

Nombre Nombre alternativo Substrato Otros substratos Sustratos componentes fuera
(colagenos) de la ECM

MMP-1 Colagenasa-1 Coldgenotipo | Agrecano, caseina, nidégeno, al-antiquimotripsina/ al-
I, 1, I, VI, Xy | serpina, versican, perlecano, antitripsina/ al-inhibidor de
gelatina proteinasde union a proteinasas IGFBP-3, IGFBP-5,
proteoglucanosy tenascina-C | IL-1B, L-selectina, ovostatina,

péptido de TNF- a
recombinante y SDF-1
MMP-2 Gealtinasa-A Colédgeno tipo Agrecano, elastina, MMP-9 activo, MMP13 activo,
1,1V, V, VI, X, fibronectina, laminina, FGFR1, IGF-BP3, IGF-BP5, IL-
XI, XIVy nidégeno, proteinasde unién | 1B, péptido recombinante de
gelatina a proteoglucanosy versican. TNF- a, y TNF- B
MMP-3 Estromelisina-1 Coldgenotipo | Agrecano, caseina, decorina, al-antichimotripsina, al-
I, 1V, IX, Xy elastina, fibronectina, inhibidor de proteasas,
gelatina laminina, nidégeno, antitrombinal lll, E-cadherina,
perlecano, proteoglucanos, fibrindgeno, IGF-BP3, L-

proteinasde union a selectina, ovostatina, pro-HB-

proteglucanosy versican EFG, pro-IL-1B, pro-MMP1,
pro-MMP8, pro-MMP9, pro-

TNFa y SDF-1
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Nombre

MMP-7

MMP-8

MMP-9

MMP-10

MMP-11

MMP-12

MMP-13

MMP-14

MMP-15

MMP-16

MMP-17
MMP-19

MMP-20

MMP-21
MMP-23
MMP-24
MMP-25
MMP-26

MMP-28

Continuacioén Cuadro 1

Nombre alternativo

Substrato
(colagénos)

Otros substratos

Sustratos componentes fuera
de la ECM

Matrisilina-1
colagenasa de
neutroéfilos

Colageno tipo
LU LY, IV, y
X

Agrecano, caseina, elastina,
entactina, laminina, y la
proteinade unién a
proteoglucanos

B4 integrina, decorina,
defensina, E-cadherina, Fas-L,
plasminégeno, pro-MMP2,
pro-MMP7, pro-TNFa,
transferrina, sindescan.

Colagenasa-2

Colageno tipo

Agrecano, lamininay

a2-antiplasmina y pro-MMP8

1, 11,111, V, VII, nidégeno.
Xy gelatina
Gelatinasa-B Colageno tipo Fibronectina, laminina, CXCLS5, IL-1B, IL2-R,
IV, V, VII, Xy nidégeno, proteinade unién | plasmindgeno, pro-TNFa, SDF-
XIV a proteoglucanosy versican 1y TGF-B
Estromelisina-2 Colageno tipo Fibronectina, lamininay Pro-MMP1, pro-MMP8 y pro-
I, 1V, Vy nidégeno MMP10
gelatina
Estromelisina-3 Laminina al- antitripsina, al-inhibidor
de proteinasas y IGFBP-1
Macroéfago Elastina Plasminégeno

metaloproteinasa

Colagenasa-3

Colédgeno tipo

Agrecano, fibronectina,

Activador de plasmindgeno 2,

LIV, Y, laminina, perlecanoy pro-MMP9, pro-MMP13 y
IX, X, Xl'y tenascina SDF-1
gelatina
MT1-MMP Coldgenotipo | Agrecano, dermatan sulfato, Integrina av33, CD44, gClqgR,
1,100,100,y proteoglucanos, fibrina, pro-MMP2, pro-MMP13, pro-
gelatina fibronectina, laminina, TNFa, SDF-1,
nidégeno, perlecano, transglutaminasas de tejidos.
tenascinay vitronectina
MT2-MMP Colageno tipo Agrecano, fibronectina, Pro-MMP2, pro-MMP13 y
LU,y laminina, nidégeno, transglutaminasas de tejidos
gelatina perlecan, tenascinay
vitronectina
MT3-MMP Colageno tipo Agrecano, caseina, Pro-MMP2 y pro-MMP13
I, Ill'y gelatina fibronectina, laminina,
perlecanoy vitronectina
MT4-MMP Gelatina Fibrinay fibronectina
RASI-1 Coldgeno tipo Agrecano, caseina,
I, IV y gelatina fibronectina, laminina,
nidégeno y tenascina
Enamelisina Agrecano, amelogeninay
proteinaoligoméricade
cartilago.
al- antitripsina
CA-MMP Gelatina
MT5-MMP Gelatina Condroitin sulfato, dermatan Pro-MMP2 y Pro-MMP13
sulfato y fibronectina
MT6-MMP Colédgeno tipo Fibrinay fibronectina Pro- MMP2
Leucolisina IV y gelatina
Matrisilina-2 Coladgeno tipo Caseina, fibrindgenoy B1-inihibidor de proteinasas
endometasa IV y gelatina fibronectina
Epilisina Caseina

Se presenta cada una de las MMPs con su nombre clasico y alternativo, asi como sus diferentes tipos de
sustratos componentes de la matriz extracelular (coldgenos y no colagénos) y hallados fuera de esta
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2.5.1 Clasificaciéon de las MMPs.
Las MMPs se han clasificado segun su sustrato y estructura en MMPs solubles que

se localizan en el espacio extracelular y MMPs membranales (MT-MMPs) que se
encuentran localizadas en la membrana celular a través de un dominio de anclaje a
glicosil fosfatidil inositol (GPI por su nombre en inglés: Glycosyl Phosphatidyl
Inositol) (Barton et al. 2019) (Somerville, Oblander y Apte 2003) (Cuadro 2).

Las MMPs solubles también pueden localizarse en la membrana celular en
asociacion con la proteina extracelular de induccidbn de metaloproteinasas
EMMPRIN/CD147 o a integrinas (Somerville, Oblander y Apte 2003). La MMP-2 se
une a la integrina avp3, la MMP-1a la a21 (Parks, Wilson y Lopez-Boado 2004) y
la MMP-9 al receptor del acido hialurénico (CD44) (Yu y Stamenkovic 2000). Esto
sugiere que las integrinas y el CD44 funcionan como factores accesorios (Figura
9).

Las MMPstambién pueden estar en asociacion con heparan sulfato proteoglucanos
(sindecanos) o con las propias MMPs transmembranales (Itoh 2015, Ryu et al.
20009).

Substrato

Q

MMP
Activa

Proteina
adaptadora/
asociada a

MMPs proMMP

soluble

Figura 9. Adaptado de: Matrix metalloproteinases as modulators of inflammation and innate immunity,
(Parks, 2004) Nature Review Immunology. Proteinas adaptadoras o en asociacion con las MMPs solubles. Las
MMPs solubles pueden estar asociadas alamembrana através de proteinascomo las integrinas, la proteina
extracelularde inducciéon de metaloproteinasas (EMMPRIN) o a otras metaloproteinasas membranales. Se ha
sugerido que in vivo, estas proteinas son requeridas como adaptadoras durante el proceso de protedlisis
requeridoen laactivacion de las proMMP.
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Cuadro 2. Clasificacion de las MMPs de acuerdo con su estructura

MMPs SOLUBLES MMPs MEMBRANALES
Segun sustrato
e MMP-14
e MMP-1 e MMP-15
Colagenasas e MMP-8 MMPs e MMP-16
e MMP-13 transmembranales e MMP-24
e MMP-18
e MMP-2 MMPs membranales e MMP-17
Gelatinasas e MMP-2 ancladas a GPI e MMP-25
e MMP-9
Estromelisinas e MMP-3 OTRAS e MMP-23
e MMP-10
Matrisilinas e MMP-7
e MMP-26
OTRAS
e MMP-19
e MMP-28
e MMP-18
e MMP-20

Las MMPs solubles se encuentran en el espacio extracelular mientras que las MMPs transmembranales se
encuentran como una proteina transmembranal o enasociacion alamembrana mediante un anclaje a glicosil
fosfatidil inositol (GPI).

2.5.2 Estructura general de las MMPs.
Cui (2017) han descrito que las MMPs comparten tres caracteristicas generales:

dominios cataliticos y auxiliares similares, switch de cisteina y sitio catalitico
dependiente de zinc (Cui, Hu y Khalil 2017).
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2.5.2.1 Dominios.
Todas las MMPs excepto MMP-7, MMP-23 y MMP-26 consisten en dos dominios

conectados por un péptido tipo bisagra. Uno de los dominios es tipo proteasa
mientras que el segundo dominio es auxiliar (dominio hemopexina). EI dominio
proteasa, a su vez, se conforma de un péptido sefial, el prodominio y el médulo
catalitico (Somerville, Oblander y Apte 2003) (Figura 10).

Minimo PS M Catalitico
———
MMP-7, -26
. Hemopexina
Gelatinasas PS Ei§ Catalitico FN FN FN Acti e
[ E——— N - e P ctlvaClon
ey 5 Hemopexina &
MMP:2;.°9/(CL) —— variable
MMPs Solubles g Bisagra
PS . ~ Catalitico ol
Tipico MMP-1, -3, -8,-10,-12,-13, -18, -19, -20, -22, -27 -
- PR
PS @ Fr Catalitico
———
|l MMP-11, -28
Membranal pg m Catalitico femop
MMPs Tipo I —— Acti wcr
-14, -15, -16, - ctivacion
transmembranales MHP-127515;20;=24
por
Membranal [SA m Catalitico Cis Tipo IgG furina
Tipo II — o —
MMP-23
MMPs - — CEE——
ancladas a GPI A"CGT)Iaa PS F_ro Er Catalitico
L
— MMP-17, -25 -
—_—
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W - W
- ) = .
a Furina Anclaje a GPI SA Seiial de anclaje

cHs Cisteina

Figura 10. Adaptado de Control of Matrix Metalloproteinase Catalytic Activity, (Ra, 2007), Matrix Biology.
Dominios de las MMPs. De forma general, la estructura de las MMPs consiste en un dominio proteasay un
dominio auxiliar o tipo hemopexina, ambos divididos por una regién bisagra. A su vez, el dominio proteasa
esta formado por elpéptidosefial (PS), el prodominio (Pro) y el dominio catalitico. Este Ultimocontiene al ién
Zincen union con el grupo-SH de lacisteina del prodominio que mantiene alas MMPs en su formainactiva.
Las gelatinasas MMP-2, -9, contienen dentro del dominio catalitico, tres repeticiones de fibronectina tipo Il
(FN), ademas, la MMP-9 también presenta entre la region bisagra y el dominio hemopexina un inserto de
colageno tipo V (CL). Las MMPs solubles son activadas por otras proteasas o MT-MMPs en el espacio
extracelular, mientras que las MMPs membranales y MMP-11 y 28 son activadas por la enzima furina (Fr)
dentrode lacélula.
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El prodominio se caracteriza por presentar una secuencia PRCXXPD (P: Prolina, R:
Arginina, C: Cisteina, D: Acido aspartico X: Cualquier aa), mientras que el dominio
catalitico presenta la secuencia HEXXHXXGXXH (H: Histidina, E: Acido glutamico
G: Glicina X: cualquier aa) (Parks, Wilson y Lopez-Boado 2004). Ademas, el dominio
catalitico contiene un ion de zinc (Zn?2*) que se encuentra en asociacion a los tres
residuos histidina (Klein y Bischoff 2011).

De esta manera, el grupo tiol (-SH) del residuo cisteina en el prodominio liga con el
ion Zinc en el sitio catalitico manteniendo a la enzima estable e inactiva (zimégeno).
A la interaccion entre las histidinas, el atomo de Zinc y el grupo -SH de la cisteina

se le denomina Switch de Cisteina (Chen et al. 2013) (Figura 11).

Adyacente al switch de cisteina, el dominio catalitico sufre un plegamiento sobre un
residuo de metionina denominado giro de metionina. Este giro provoca que la union
de los residuos histidina con el atomo de zinc queden aislados en una bolsa
hidrofébica (Bolsa S1) lo que estabiliza la estructura (Laronha y Caldeira 2020)
(Figura 12).

Después del dominio catalitico se encuentra el dominio bisagra y finalmente el
dominio hemopexina (Parks, Wilson y Lopez-Boado 2004). ElI dominio hemopexina
consiste en cuatro repeticiones parecidas a hemopexina o vitronectina que pueden

funcionar como reconocimiento al sustrato (Visse y Nagase 2003).

La MMP-2 y MMP-9, también llamadas gelatinasas difieren de las otras MMPs ya
gue presentan tres repeticiones de fibronectina tipo Il dentro del modulo catalitico
cuya funcion es mediar la union de la enzima con la gelatina (Klein y Bischoff 2011).
La MMP-9 ademas, tiene un inserto adicional dentro de la region bisagra similar al
colageno tipo V (Somerville, Oblander y Apte 2003) (Figura 10).
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Switch de Moléculas de agua

cisteina

Prodominio
Dominio
catalitico

Enzima
inactiva

Prodominio

) Enzima
& ptiedali :
ominio catalitico activa

B

Figura1l. Adaptadode: Structure and Function of Human Matrix Metalloproteinases (Laronha, 2020), Cells y
Matrix metalloproteinases: old dogs with new tricks, (Somerville, 2003), Genome Biology. Switch de cisteina.
Derecha. A: Estructura tridimensional de la gelatinasa A u MMP-2 en donde se presenta al prodominio en
color naranjay el dominio cataliticoen rojo. B: Localizacion delSwitch de cisteina en la MMP-2 que muestra
la presencia del atdmo de Zinc (esfera azul) en el centro de la estructura entre el prodominioy el dominio
catalitico). lzquierda. La asociacion del idn zinc con los tres residuos de histidina en el sitio catalitico se une
con un grupo -SH de la cisteina localizada en el prodominio formando una barrera que impide el ingreso de
las moléculas de agua requeridas para el funcionamiento proteolitico de las MMPs, manteniendo la enzima
en su forma de zimégeno.

Histidina

Histidina y
acido glutamico

Giro de metionina

Histidina

Figura12. Adaptado de: Structure and Function of Human Matrix Metalloproteinases (Laronha, 2020), Cells.
Giro de metionina en el dominio catalitico de MMP-1. Adyacente a la asociacién del I6n Zinc con los residuos
histidinas del grupo catalitico, una metionina provoca un plegamiento (giro de metionina) cuyo resultadoes
laformacion de una bolsa hidrofébica (Bolsa S1) que encierra la unién Zinc-Histidina y estabiliza la estructura.
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2.5.2.2 Activacion de las MMPs por disrupcién del Switch de cisteina.
Como se ha mencionado, las MMPs se encuentran en forma inactiva o zimogeno

gracias a la asociacion del grupo -SH de la cisteina del prodominio con el ién Zinc

posicionado en el dominio catalitico (Chen et al. 2013).

Las MMPs se secretan en forma de zimdgeno, excepto la estromelisina 3 (MMP-
11), la MMP-28 y las MT-MMP ya que entre el prodominio y el dominio catalitico
presentan una region de reconocimiento a furina, lo que les permite ser activadas
intracelularmente (Das et al. 2003, Ra and Parks 2007) (Figura 10, y 13).

) . Substrato
Estimulo Activacion
positivo

proMMP A MMP activa

E A/Inhlbltor

proMMP/

inhibidor Complejo
A MMP/inhibidor

| '[¥/ Proteina'\ Activacion
A por furina

B

MMP activa

Activacion

por furina Matriz

extracelular

MMl%ii\N l

oo = )
~J  “Degradacion -~

Figura13. Adaptado de: The Matrix Metalloproteinase System: Changes, Regulation, and Impact throughout
the Ovarian and Uterine Reproductive Cycle, (Curry, 2003), Endocrine Review. Produccién y activacion de las
MMPs. A: El estimulo inflamatorio provoca la sintesis de MMPs, las cuales se produciran en forma de
zimdgeno, es decir, conelprodominioasociado al dominio catalitico. B: Algunas MMPs solubles como la MIMP-
11, MMP-28y el total de las MMPs membranales contienen ensu estructura unaregiéon de uniénafurina. La
furinaes una proteasa capaz de remover el prodominio y activar alas MMPs dentro de la célula. Es por ello,
qgue dichas MMPs ya se encuentran activas una vez que llegan a su destino blanco (espacio extracelular o
membrana). C: El resto de MMPs solubles se secretan en forma inactiva, por lo que es en el espacio
extracelular que son activadas por enzimas como la plasmina. D: La MMP-2 es un caso particular, debido a
que, paraddjicamente, requiere de la uniénde un inhibidor especifico (TIMP) y de una MT-MMP para activarse
y llegar a cabo su funciénproteolitica. E: Finalmente, cuandolas MMPs han realizado su funciénse unen con
inhibidores especificos.
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Para el resto de las MMPs, su activacion se lleva a cabo en el espacio extracelular,
en donde sufren una remocion del prodominio gracias a otras enzimas como la
plasmina y MMPs activas (Curry y Osteen 2003), asi como por especies reactivas
de oxigeno (Klein y Bischoff 2011). La remocion del prodominio deja libre la
asociacion histidinas-zinc del sitio catalitico, lo que desencadena la actividad

proteolitica de la MMP sobre su sustrato (Visse y Nagase 2003).

2.5.2.3 Accion proteolitica de las MMPs.
La actividad catalitica de las MMPs depende de la interaccion del atomo de Zinc con

los residuos de histidina, el acido glutamico y el sustrato (Cui, Hu y Khalil 2017).

El residuo de acido glutdmico adyacente a un residuo histidina en el sitio catalitico
atrae una molécula de agua (Ra y Parks 2007). El &cido glutamico, a su vez, se
asocia con el atomo de Zinc a través del &tomo de oxigeno de la molécula de agua
gue atrajo (Visse y Nagase 2003) (Figura 14A). La proteina sustrato interactla con
el atomo de Zinc a través de la union de uno de sus grupos carbonilo con un 4&tomo

de hidrogeno de otra molécula de agua (Laronha y Caldeira 2020) (Figura 14B).

El rompimiento de la proteina sustrato se lleva a cabo cuando el grupo hidrégeno
gue une al sustrato con el Zinc se libera y la molécula de agua unida al &acido
glutamico forma dos nuevos enlaces con el sustrato: el atomo de oxigeno de la
molécula de agua con un atomo de carbono del sustrato y un atomo de hidrégeno
del agua con un &tomo nitrégeno del sustrato (Figura 14C). De esta manera, el
sustrato se escinde en dos (Cui, Hu y Khalil 2017) (Figura 14D).
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Figura 14. Adaptado de Biochemical and Biological Attributes of Matrix Metalloproteinases, (Cui, 2018),
Progress in Molecular Biology and Translational Science. Interaccion de las MMPs con su sustrato. A: Un
residuo de acido glutdmicoadyacentea la histidina atrae unamolécula de agua que utiliza para asociarse al
atomo de Zinc. B: El sustrato interactta con el atomo de zinc de laMMP através de un grupo carbonilo y un
atomo de hidrégenode otra molécula de agua. C: El rompimiento del sustrato se lleva a cabocuando el 4tomo
de hidrégenoque une al grupo carbonilo conel Zinc se libera, provocando que la molécula de agua unida al
acido glutdmico forme dos nuevos enlaces: el atomo de oxigeno del agua con un carbono del sustrato y el
atomo de hidrégeno del agua con un atomo nitrégeno del sustrato. D: Los dos nuevos enlaces entre una
moléculade aguay el sustrato resultan enel rompimiento de la molécula.

2.5.2.4 Moléculas reguladoras de las MMPs. Los TIMPs.

Se han descrito dos tipos de reguladores de MMPs: los inespecificos como las
macroglobulinas y los especificos como los inhibidores tisulares de las
metaloproteinasas (TIMPs) (Klein y Bischoff 2011).

Las macroglobulinas son proteinas muy pesadas (180-725kDa) localizadas en el
suero que tienen la habilidad de inhibir a una gran cantidad de proteinasas

incluyendo alas MMPs (Nissinen y Kahari 2014). Dentro de las macroglobulinas se
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encuentra la a2 macroglobulina, la a1 macroglobulina, a1 inhibidor de la proteina de

gestacion zonal y la ovomacroglobulina (ovostatina) (Curry y Osteen 2003).

Los TIMPs son proteinas de entre 21 a 30 kDa producidas localmente que inhiben
especificamente MMPs. Hasta la fecha en vertebrados se han identificado cuatro
TIMPs (TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3, TIMP-4) (Li, Tay y Yiu 2019).

Los TIMPs funcionan a través de la interaccion de su dominio N terminal con el sitio
catalitico de la MMP (Zakiyanov et al. 2019).

El dominio N terminal del TIMP contiene un residuo cisteina, este residuo junto con
un grupo amino y un grupo carbonilo, se unen al atomo de Zinc de la MMPy expelen
la molécula de agua asociada al acido glutamico, inhibiendo asi, el sitio catalitico de
la MMP (Visse y Nagase 2003) (Figura 15).

Un desbalance entre la produccion de MMPs y TIMPs puede aumentar el dafio
tisular, por ello, las MMPs han sido asociadas a la patogénesis de diversos procesos
degradativos de los tejidos como: esclerosis multiple, pérdida de dientes, progresion
y metéstasis tumoral, arterioesclerosis y formacion de aneurismas. (Cui, Huy Khalil
2017)
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Figura15. Adaptado de: Matrix Metalloproteinases in Renal Diseases: A critical Appraisal, (Zakiyanov, 2019),
Kidney and Blood Pressure Research. TIMP. Interaccién con la MMP. El TIMP interactia conla enzima a través
de laasociacién de su regidn amino terminal, un grupo cisteinay un grupocarbonilo conel &tomo de zinc de
la MMP. Esto provoca que se disocie la molécula de agua unida al acido glutamico de la MMP impidiendola
reacciéncatalitica con el sustrato.

2.5.2.5 Gelatinasas MMP-2 y MMP-9.
La MMP-2 de 72 kDa y 63 kDa en su forma inactiva y activa respectivamente, asi

como la MMP-9 de 92kDa y 86kDa (Cui, Hu, and Khalil 2017) son reconocidas por
ser las que mas contribuyen a la degradacion de la MEC (Matriz Extracelular), esto
ha conducido a ser asociadas en la regulaciéon tanto de procesos fisiolgicos como
patoldgicos incluyendo: el crecimiento embrionario, la angiogénesis, la presentacion
de enfermedades vasculares, en la reaccion inflamatoria, progresion de infecciones
(al activar a la IL-1B), el desarrollo de enfermedades degenerativas cerebrales y
sobre todo en progresion de cancer (al inhibir la actividad de las integrinas) (Cui, Hu
y Khalil 2017).

Diferentes estudios han encontrado concentraciones elevadas de MMP-2y MMP-9
en el liquido sinovial proveniente de distintas enfermedades articulares en humano,
en perro y en equino, asi como en lavados bronqueo alveolares de equinos con un
cuadro de inflamacion crénica pulmonar y hallazgo histolégico de acumulacion de

neutrofilos (Rossi et al. 2017).
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Ademas, la MMP-9 se ha asociado a la ruptura prematura de membranas fetales
(PPROM) en humanos debido a una disrupcion de la red de colageno dentro del
amnios (Tchirikov et al. 2018).

La MMP-2 se encuentra localizada en la superficie celular unida por su extremo
carboxilo terminal a la integrina av3 o al complejo MMP-14 (MT-MMP1) /TIMP-2,
mientras que la cadena a2 del colageno IV se une a MMP-9 con una gran afinidad

incluso cuando MMP-9 esta inactiva (Somerville, Oblander y Apte 2003).

La activacion de MMP-2 es provocada por la habilidad del dominio C terminal del
TIMP-2 de unirse a la proMMP-2 para formar el complejo MMP-2/TIMP-2. Este
complejo, a su vez, se une al dominio extracelular de MT-MMPL1. Finalmente, el
prodominio de la proMMP-2 dentro del trinomio MT1-MMP/TIMP-2/proMMP-2
localizado en la superficie celular es escindido por otra MT1-MMP adyacente

activando a la gelatinasa (Curry y Osteen 2003) (Figura 16).
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TIMP-2 actMMP-2
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Figura16. Adaptado de: The Matrix Metalloproteinase System: Changes, Regulation, and Impact throughout
the Ovarian and Uterine Reproductive Cycle, (Curry, 2003), Endocrine Review y creado en BioRender.
Activacion de la MMP-2. A: Para que lagelatinasa A o proMMP-2 pase de su forma de zimégeno a su forma
activa requiere unirse al inhibidor TIMP-2. B: Posteriormente proMMP-2 junto con TIMP-2 se unen a la
metaloproteinasa membranal MT-MMP1. C: Finalmente, una segunda MT-MMP1 adyacente al complejo
proMMP-2 /TIMP-2/MT-MMP1 es la encargada de escindir el prodominiode la proMMP-2 activando la enzima
(actMMP-2).
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3.0 JUSTIFICACION

La placentitis equina se ha asociado como causa de abortos espontdneos y muerte
de yeguas y potros hasta en un 10% de los casos (Cummins et al. 2008). Los signos
principales de la placentitis son el desarrollo prematuro de la glandula mamariay la
descarga vulvar, sin embargo, estos pueden presentarse de forma tardia (entre los
244 y 316 dias de gestacion) (Ousey et al. 2005) lo que dificulta el tratamiento y
compromete el bienestar de la yegua y del potro (Macpherson y Bailey 2008).

En la practica clinica, una de las principales acciones a realizar en las yeguas
gestantes con diagnéstico de placentitis es el retrasar las sefiales de parto debido
a que el desarrollo final de la cria ocurre tan solo de 4 a 5 dias antes de finalizar la
gestacion (Fowden, Giussani y Forhead 2020). Los nacimientos prematuros
derogan altos costos, asi como de cuidados especiales en los potros para
salvaguardar su vida; sin embargo, esto no garantiza que goce de plena salud para
tener una vida atlética, por lo tanto, el diagnostico y tratamiento oportuno de la

placentitis es clave para la sobrevivencia de la cria (LeBlanc 2010).

La técnica de diagndstico comunmente utilizada para la deteccion de la placentitis
es el ultrasonido transrectal en la que se evalla el grosor del Utero y de la placenta;
pero, si la patologia se presenta de forma subclinica, la enfermedad puede pasar

desapercibida (Macpherson 2006).

Diferentes investigaciones han propuesto el uso diagnostico de biomarcadores
endocrinos en circulacion como el 17 estradiol y la progesterona total (Fedorka et
al. 2019), siendo esta ultima las mas utilizada, sin embargo, el monitoreo de la
concentracion de esta hormona puede ser contradictorio, ya que la progesterona
qgue es sintetizada por el feto equino es rapidamente metabolizada en una gran
variedad de progestinas (Macpherson y Bailey 2008). Ademés, Wynn et al., (2018)
demostraron que la concentracién de las progestinas en yeguas con placentitis es

variable y depende de la evolucion de la infeccion (Wynn et al. 2018).
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Este grupo de investigacion indujo placentitis con Streptococcus equi subs
zooepidemicus a yeguas entre los 260-280 dias de gestacion y las clasificaron en
dos grupos: las yeguas que presentaron aborto antes de los 8 dias post inoculacion
en el grupo infeccion aguda, mientras que si el aborto se presenté después de los

8 dias post inoculacién dichas yeguas formaron parte del grupo infeccién cronica.

Aquellas yeguas del grupo infeccion crénica presentaron concentraciones
plasmaticas de progestinas mayores comparadas con el grupo control, mientras
gue, las yeguas del grupo infeccion aguda presentaron concentraciones
plasmaticas de progestinas por debajo del grupo control. Este hecho coloca en
disyuntiva el diagnostico de placentitis por concentracion de la progesterona total,
debido a que se tendria que tomar en cuenta el curso de la enfermedad en cada
yegua.

Otros marcadores que se han utilizado para el diagnéstico de placentitis en yeguas
son las proteinas de fase aguda como el fibrinbgeno o la proteina amiloide sérica A
(Canisso, Loux y Lima 2020), no obstante, el fibrinbgeno no mostré cambios
significativos entre las yeguas con placentitis con respecto a las sanas (Canisso et
al. 2014), mientras que, la concentracion de la proteina amiloide sérica si aumenta
durante la placentitis en yeguas (Canisso et al. 2014), sin embargo, la expresion de
esta molécula es facilimente sobre regulada por la presencia de artritis (Jacobsen,

Thomsen y Nanni 2006) o el ejercicio (Witkowska-Pilaszewicz et al. 2019).

La IL-6 y la proteina C-reactiva también han sido evaluadas como marcadores de
amnionitis, funisitis y sepsis neonatal tanto en liquido amniético como en cordon
umbilical (Hatzidaki et al. 2005), sin embargo, a pesar que la concentracion media
determinada para las diferentes patologias si fue estadisticamente significativa con
respecto al grupo control, el rango resultante es muy amplio (11.6-4485ng/mL en
grupo control con respecto a 44.3-7401ng/mL en el grupo con amnionitis) lo que,
por ahora, dificulta el uso de estas moléculas como marcadores (Tasci et al. 2006,
Yoon et al. 2003).
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Por otro lado, en humanos se ha demostrado que, durante la ruptura prematura de
membranas fetales con el consiguiente parto prematuro o aborto, la IL-1B se
produce en mayores concentraciones por estimulo bacteriano, es por ello se ha
sugerido a la IL-18 como un marcador temprano de infeccion de los tejidos fetales

y maternos durante la gestacion (Scott et al. 2017).

Finalmente, se ha demostrado en diferentes modelos la presencia de MMPs durante
distintos procesos reproductivos, dentro de los que se encuentra la gestacion vy el
parto, asi como en procesos patoldgicos durante el embarazo como la preeclamsia
(Chen and Khalil 2017). Ademas, particularmente, en equinos se ha asociado una
desregulacion en la secrecion de MMPs con la retencién placentaria en yeguas

(Jaworska and Janowski 2019).

Con base en lo anterior, consideramos importante conocer si algunos marcadores
inmunes de inflamacion durante un proceso de placentitis en equinos pueden ser
asociados a la enfermedad y a la vez evaluados en circulacion, para ello, en el
presente trabajo determinamos en el suero de yeguas sanas y en casos con
desarrollo de placentitis tanto la concentracion de la IL-1B equina (elL-18) como la
actividad degradativa de las metaloproteinasas MMP-2 y MMP-9 a los 240 y 320

dias de gestacion.
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4.0 HIPOTESIS.

La presentacion de placentitis en las yeguas gestantes incrementara la

concentracion sérica de la elL-1B y la actividad colagenolitica de la MMP-2, y -9 con

respecto alas yeguas sanas.

5.0 OBJETIVO GENERAL.

Determinar el perfil de secrecion de la respuesta proinflamatoria y de las
metaloproteinasas de matriz extracelular en el suero de yeguas con diagndstico de

placentitis a los 240 y 320 dias de gestacion.

5.1 Objetivos particulares.

1. Comparar la concentracion de la elL-1B en el suero de yeguas sanas y con
parto a término con respecto a las yeguas que desarrollaron placentitis.

2. Comparar la actividad degradativa de la MMP-2 y -9 en el suero de yeguas
sanas y con parto a término con respecto a las yeguas que desarrollaron
placentitis.

3. Evaluar como marcadores de presentacion de placentitis los niveles en el

suero de yeguas gestantes de elL-18 y de MMP-2y 9.
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6.0 MATERIAL Y METODOS.

6.1 Yeguas de estudio.

Las muestras sanguineas fueron obtenidas de 16 yeguas pura sangre inglesa (PSI)
con un promedio de edad de 12 afios y entre los 500-600 Kg de peso pertenecientes
a un criadero de caballos privado de la localidad de Atizapan de Zaragoza, Estado

de México.

Las yeguas viven en pradera, donde tienen agua a libre acceso y un area de
comederos. Su alimentacion es a base de heno de alfalfa y avena que les

administran una vez al dia, mas un suplemento de granos dos veces al dia.

La gestacion se estableci6 por monta natural. La temporada de partos ocurrio
durante los meses de enero a mayo del 2019. Las yeguas, durante la gestacion, el
parto, y el posparto, asi como los primeros dias de vida de los potros, estuvieron
bajo supervision constante tanto de los cuidadores como por los médicos

veterinarios.

6.2 Caracteristicas del estudio.

6.2.1 Criterios de inclusion.

Se diagnosticd con placentitis a aquellas yeguas que presentaron descarga vulvar
ylo crecimiento de glandula mamaria antes de las 4 semanas finales a la fecha
probable de parto (McAfoos, Ellerbrock y Canisso 2019). Asi mismo, si presento
aborto o si durante el parto la placenta mostr6 edema, congestion, necrosis o
exudado purulento, ya sea local o generalizado (Cummins et al. 2008, LeBlanc
2010).

Adicionalmente, en el dia 240 y 230 dias de gestacion se realizd un ultrasonido

transrectal. Durante el analisis ultrasonogréafico, las yeguas que presentaron un
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grosor de utero y placenta (CTUP) mayor a 7mm en el dia 240 de gestaciéon y/o
mayor a 10mm en el dia 320, fueron consideradas dentro del grupo evidentes de
placentitis (n=3), mientras que, si el resultado del ultrasonido fue normal pero
presentaban los signos clinicos o cambios en la placenta antes mencionados se
agruparon en el grupo sugerentes de placentitis (n=7) (Cummins et al. 2008) (Figura
17).

En conjunto con lo anterior, la salud del potro también fue evaluada para determinar
la relacion potro séptico asociado a placentitis (Borba et al. 2020). De esta manera,
los grupos a evaluar se integraron segun los signos clinicos asociados a placentitis,

la medicion del CTUP por ultrasonido y la condicién clinica del potro (Cuadro 3).
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Figura17. Esquematipo arbol de decisiones para clasificar a las yeguas en los grupos evidente y sugerente
de placentitis

-35-



Cuadro 3. Asignacion de las yeguas porel ultrasonido

Ultrasonido Yeguas Potro N
Sanas Sano 6
Sugerentes de placentitis Sano 3
Séptico 1

Muerto 3

Evidentes de placentitis Séptico | 3

6.2.2 Criterios de exclusion.
Yeguas gestantes que hayan recibido tratamientos antimicrobianos a lo largo de su

gestacion.

6.2.3 Criterios de eliminacion.
Cuando la muestra de plasma fue < a 1200 pL para la determinacion de la elL-1B y

de la MMP-2y MMP-9.

6.3 Obtencion y procesamiento del suero.

En los dias 240 y 320 de gestacion se tomo6 una muestra sanguinea periférica. La
sangre fue depositada en tubos BD Vacutainer (Becton Dickibson & Company) e
inmediatamente centrifugada a 1500 rpm por 10 minutos. Se recolectd el suero y
este se almacend a -70°C hasta la cuantificacion de la elL-18 mediante la técnica
de ELISA y la actividad de la MMP-2 y -9 la cual se realizd mediante geles de

poliacrilamida.

6.4 Cuantificacion de la elL-1.

La elL-1PB fue determinada a partir de 100 uL de suero en un kit especifico de ELISA
tipo sandwich (DY 3340, R&D System, Minneapolis, MN, USA). El ensayo se realiz
mediante las recomendaciones de la casa comercial y como ha sido reportado
previamente por nuestro grupo de investigacion (Ver Anexo: Protocolo del ELISA

seccion 11.2) (Alvarez-Cabrera et al. 2018, Flores-Herrera et al. 2012). De forma
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breve: el procedimiento consistié en incubar una placa de 96 pozos toda la noche a
temperatura ambiente con 100uL por pozo del anticuerpo de captura (Goat Anti-
Equine IL-1B) a una concentracion de 800ng/mL diluido en solucion amortiguadora
de fosfato salino (PBS). Posteriormente, la placa fue sellada con una membrana

adhesiva para evitar evaporacion.

Al dia siguiente se realizé la aspiracion y lavado de la placa con solucion de lavado
gue contiene 0.05% de Tween 20 en solucion PBS. Este paso se repitid tres veces.
Posteriormente, se adicion6 100 pL por pozo de solucion de blogqueo que contiene
1% de albumina sérica bovina (BSA) en PBS. La placa se incubd por 1 hora a

temperatura ambiente.

Después del tiempo de incubacion de la solucion de bloqueo, se realiz6 un nuevo
lavado y se colocaron las muestras y los estandares. En los primeros pozos se
coloc6 100uL de la curva estandar que corresponden a 7 diluciones dobles seriadas
de 125 a 8000pg/mL de elL-1B (primeras dos columnas de la placa). En la siguiente
columna se adicioné en cada pozo 100uL del suero de cada una de las yeguas por

duplicado. La placa fue incubada por 2 horas a temperatura ambiente.

Al término del tiempo de incubacion de la curva estandar y las muestras séricas, se
realiz6 un nuevo lavado de la placa como se mencion6 previamente y se agregd
100uL por pozo del anticuerpo de deteccion (Biotinylated Goat Anti-Equine IL-13
Detection Antibody) a una concentracion de 150 ng/mL diluido en solucion de
bloqueo 1% BSA. EIl anticuerpo de deteccion se dej6 incubar por 2 horas a
temperatura ambiente. Posteriormente, se lavo la placa y se agregoé 100uL a cada
pozo de estreptavidina asociada a peroxidasa de rabano (Streptavidin-HRP) en una
dilucién 1/200 segun el vial disponible en el kit (Ver Anexo: Protocolo del ELISA).

La placa se incubo por 20 minutos a temperatura ambiente cubriéndola de la luz.

Finalmente, se realizé un ultimo lavado de la placa y se colocé 100uL por pozo de
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una solucién de tetrametilbencidina (TMB) con peréxido de hidrégeno a una
proporcion 1:1 por 20 minutos y se adiciond la solucion de paro que consiste en
acido sulfarico 2N (H2S0a4).

La placa fue leida en un lector de microplacas a una longitud de onda de 450 nmy

los resultados fueron expresados en unidades de pg/mL.

6.5 Actividad de la MMP-2 y MMP-9.

Las muestras fueron procesadas como ha sido reportado previamente por nuestro
grupo de investigacion (Ver Anexo: Protocolo para la Zimografia seccién 11.4).
(Flores-Herrera et al. 2012) Geles de SDS poliacrilamida 8.0% fueron co-

polimerizados con 5 mg/mL de gelatina porcina como sustrato.

En el primer pozo se colocé 15 pL del marcador de movilidad estandar para
proMMP-2 y proMMP-9 U937 derivado de células de promielocito (ATCC, CRL-
1593.2; Manassas, VA, USA). En los siguientes pozos se colocaron las diferentes
muestras de suero derivadas de las yeguas a una concentracion de 0.75ug/pUL de
proteina (concentracion determinada previamente mediante el método Bradford)
diluidas en 5 UL de buffer de carga compuesto por Tris Base (0.5M pH 6.8), 10% de
glicerol y 0.1% de azul de bromofenol, asi como 9 pyL de PBS (Ver Anexo:

Preparacion de las Soluciones y equipo para Zimografia seccion 11.3).

Los geles se corrieron a voltaje constante de 25 mA a 4°C por 90 minutos en una
solucion compuesta por Tris Base, glicina y SDS (Ver anexo: Soluciones
Zimografia). Después de este tiempo, los geles fueron lavados dos veces por 15

minutos a temperatura ambiente con Triton 2.5% en constante agitacion.

Posteriormente, los geles fueron incubados toda la noche a 37°C en una soluciéon
de activacion compuesta por 50Mm Tris (pH 7.4), 0.1M CaClz, 0.15M NacCl, y
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0.2mg/mL NaNs. A continuacion, los geles fueron tefiidos por una hora en una
solucion con 1% de azul de Coomassie diluido en metanol: acido acético: glicerol:
agua (10:10:10:70) a temperatura ambiente. Al término de esta incubacién los geles
fueron lavados en solucion de metanol: acido acético: agua (10:10:80) por 30

minutos a temperatura ambiente y en agitacion.

Finalmente, las bandas de lisis se visualizaron en el transiluminador (EpiChemi
Darkroom gel documentation system) y semicuantificadas mediante el programa

ImageJ cuya medicion fue expresada como unidades relativas de densidad Optica.

6.6 Analisis estadistico.

La diferencia de la edad de las yeguas, fecha de parto entre los grupos, la
concentracion de la elL-1 y la densidad O6ptica de las bandas de lisis de la MMP-2
y -9 se determind mediante la prueba estadistica de ANOVA de una via seguida de
la prueba de Tukey utilizando el programa GraphPad Prism version 8.0 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA) considerando diferencia estadisticamente
significativa con una p<0.05. Los valores se presentan como la media + desviacion

estandar.
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7.0 RESULTADOS.

7.1 Caracteristicas de las yeguas de estudio.

En el cuadro 4 se observan las caracteristicas entre las yeguas sanas con potros
sanos (grupo control; n=6) y yeguas con diagndéstico de placentitis que se determiné
por signos clinicos y examen fisico e histolégico de la placenta (n=10) y las cuales
fueron divididas en dos grupos de acuerdo al monitoreo de ultrasonido en sugerente
de placentitis (n=7) para las yeguas cuyas mediciones de CTUP fueron normales
pero la evaluacion clinica final tanto de la placenta como del potro durante el parto
fue consistente a diagnostico de placentitis; y en grupo evidente de placentitis (n=3)

para aquellas yeguas cuyas mediciones de CTUP se hallaron incrementadas.

La edad promedio de las yeguas sanas fue de 12.5+4.8 afios y no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas con respecto a las edades de las yeguas
de los casos sugestivos y evidentes de placentitis (p =0.799).

En las yeguas sanas no se presentaron complicaciones clinicas evidentes al término
de su gestacion, la cual fue de 344.8+5.3 dias, y no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas con respecto a las yeguas con signos sugestivos o
evidentes de placentitis (p =0.065), excepto en una que aborté a los 308 dias (p
<0.05), y en un caso de yegua con signos sugestivos de placentitis que pario a los

332 dias a un potro séptico muerto (p <0.05; Cuadro 4).

El peso de los potros en el grupo de las yeguas sanas fue de 51.3+5.7 Kg, y no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas con respecto al peso de los

potros de los casos sugerentes y evidentes de placentitis (p =0.134).
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Cuadro 4. Caracteristicas de las yeguas en relacién con la viabilidad de los potros

Variable SANAS (n=6) CASOS (n=10)
Con signos sugestivos de placentitis Con signos evidentes de
(n=7) placentitis (n=3)
Potro potro potros septicos potros sépticos
vivos Vivos (n=3) PSeV Muertos Vivos
(n=6) (n=1) (n=3) (n=3)
Yeguas
Edad, afios 12.5+4.8 9.314.1 14 14.6+4.9 9.0+£3.6
(rango) (9-22) (6-14) (9-18) (6-13)
Parto, dias 344.8+5.3 337.3+11.9 351 321+115 a 329.0+3.6
(rango) (338-350) (329-351) (308-329) (325-332)
Potros
Peso, Kg 51.3+5.7 45+3.6 50.0 44.0 41.6+8.7
(rang_jo) (44-57) (42-49) (32-49)

Los valores se muestran como la media + desviacién estandar. Dato no determinado (ND)ya que la yegua termino su gestaciona los 308 antes de
la segunda toma de la muestra (320 dias). (a) Diferencia estadisticamente significativa con respectoal grupo de yeguas sanas p=0.0122



7.2 Cuantificacion de la elL-1.

La concentracion de la elL-1B en el suero de las yeguas gestantes sanas y de las
yeguas con placentitis se realizd a los 240 (Figura 17) y a los 320 dias de gestacion
(Figura 18).

7.2.1 Cuantificacién de elL-1B a los 240 dias de gestacion.

La concentracion de la elL-1B en las yeguas sanas fue de 20.17+3.8 ng/mL la cual
aumentd 2.6-veces en las yeguas sugerentes de placentitis con potro vivo (sP-PV);
sin embargo, no fue estadisticamente significativo con respecto al grupo de las
yeguas sanas (p>0.999; Figura 17). La concentracion de la elL-1B en el grupo
sugerente de placentitis aumentd significativamente 263.6-veces (p<0.0001) con
potro séptico vivo (sP-PSeV), y 373.4-veces (p<0.0001) si la yegua presentaba un
potro muerto (sP-PM) con respecto al grupo de las yeguas sanas (Figura 18).

En el grupo de yeguas con evidencias clinicas de placentitis y con potro séptico vivo
(eP-PSeV) la concentracion de ellL-1-B disminuy6 2.05-veces; sin embargo, no fue
estadisticamente significativa con respecto a las yeguas sanas (p>0.9999) (Figura
18).

7.2.2 Cuantificacion de laelL-1B8 a los 320 dias de gestacion.

La concentracion de la elL-1B en las yeguas sanas fue de 333.21£88.9 ng/mL, la
cual disminuy6 1.2-veces en las yeguas sugerentes de placentitis con potro vivo; sin
embargo, no fue estadisticamente significativa con respecto al grupo de las yeguas

sanas (Figura 19).

La concentracion de elL-1B aumenté significativamente en 7.8-, 18.7-, y 5.8-veces
en las yeguas sugerentes de placentitis y potro séptico vivo (p=0.0004), potro

séptico muerto (p<0.0001), y en las yeguas con evidencias clinicas de placentitis
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con potro séptico vivo (p=0.0014) respectivamente en relacion con las yeguas sanas
(Figura 19).

En la siguiente fase de la respuesta inflamatoria se activan las metaloproteinasas
de matriz extracelular, por lo que se determiné mediante la técnica de zimografia el
perfil de actividad litica de la proMMP-2y proMMP-9 en el suero de las yeguas como
ha sido reportado en las membranas fetales en otros modelos de infeccion (Flores-
Herrera et al. 2012, Nissinen y Kahari 2014).

240 dias de gestacion

12000 - p<0.0001

10000 - P<0.0001
8000 - |
6000 PEl
4000 -

200 T o
150 - 2
ool o

50— o
A ]

SANAS PV PSeV PM PSeV

elL-1B3 (ng/mL)

Sugerente Evidente

PLACENTITIS

Figura 18 Comparacion de elL-1B en el suero de las yeguas a los 240 dias de gestacion. Se muestra la
concentracion de elL-1B en: yeguas sanas (n=6), yeguas sugerentes (sP; n=7)y evidentes de placentitis (eP;
n=3). Potro vivo (PV), potro séptico vivo(PSeV) y potro muerto (PM). Los datos se muestran como la media +
desviaciénestandar.
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Figura 19 Comparacion de elL-1B en el suero de las yeguas a los 320 dias de gestacion. Se muestrala
concentracion de elL-1B en: yeguas sanas (n=6), yeguas sugerentes (sP; n=7)y evidentes de placentitis (eP;
n=3). Potro vivo (PV), potro séptico vivo (PSeV) y potro muerto (PM). Los datos se muestran como la media +
desviaciénestandar.

7.3 Actividad de la proMMP-2 a los 240 y 320 dias de gestacion.
La Figura 20 muestra el perfil de actividad de la forma inactiva de la MMP-2

(proMMP-2) en las yeguas sanas y en las yeguas con y sin evidencias clinicas de
placentitis a los 240 (Figura 20B) y 320 dias de gestacion respectivamente (Figura
20C).

7.3.1 Actividad de la proMMP-2 a los 240 dias de gestacion.
En las yeguas sanas se determin6 que la proMMP-2 a los 240 dias fue de

924.4+233.2 (Figura 20B). Este perfil de secrecion disminuye 1.1-veces en las
yeguas con datos sugestivos de placentitis con potro vivo; sin embargo, no fue

estadisticamente significativo con respecto al grupo control (p=0.9858; Figura 20B).
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En las yeguas sugestivas de placentitis y con potro séptico vivoy en las yeguas con
potro muerto se encontré un aumento de 1.5- (p=0.5472) y 1.1- (p=0.9335) veces la
actividad de la proMMP-2; sin embargo, no fue estadisticamente significativa con

respecto al grupo de yeguas sanas (Figura 20B).

En las yeguas con evidencia de placentitis y potro séptico vivo, se observé un
incremento de 1.1-veces; sin embargo, no fue estadisticamente significativo con

respecto al grupo de las yeguas sanas (p=0.9770; Figura 20B)

7.3.2 Actividad de la proMMP-2 a los 320 dias de gestacion.
En las yeguas sanas se determind que la proMMP-2 a los 320 dias de gestacion fue

de 876.7+257.4 (Figura 20C). Este perfil de secrecion disminuye 1.04-veces en
yeguas con signos sugestivos de placentitis con potro vivo, sin embargo, no fue

estadisticamente significativo con respecto al grupo control (p=0.8517; Figura 20C).

En yeguas sugerentes de placentitis con potro séptico vivo y potro muerto, se
encontré un incremento de 1.52-veces (p=0.2532) y 1.27-veces (p=0.1003) en la
actividad de la proMMP-2 respectivamente, sin embargo, no fue estadisticamente

significativo con respecto al grupo de las yeguas sanas (Figura 20C).

En yeguas con evidencia de placentitis y potro séptico vivo, se observo un
incremento de 1.18-veces; sin embargo, no fue estadisticamente significativo con

respecto al grupo de las yeguas sanas (p=0.4085; Figura 20C).
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Figura 20. Actividad delaproMMP-2 en el suerode las yeguas alos 240 y 320 dias de gestacion. Se muestra
la banda de actividad del marcador de movilidad electroforética U937 (carril 1y 2) y de las muestras de las
yeguas sanas (S1-6), de las yeguas sugerentes(sP) yevidentes de placentitis (eP). Potro vivo (PV), potro séptico
vivo (PSeV) y potro muerto (PM). (A). Se determiné la densidad 6pticade cada bandade lisis a los 240 (B) y
320 dias de gestacion (C). Los datos se muestran como la media * desviacionestandar.
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7.4 Actividad de la proMMP-9 a los 240 y 320 dias de gestacion.
La figura 20 muestra el perfil de actividad tanto de proMMP-9 como de la forma

activa (actMMP-9) en las yeguas sanas y en las yeguas con y sin evidencias clinicas

de placentitis a los 240 (Figura 21B) y 320 dias de gestacion (Figura 21C).

7.4.1 Actividad de la proMMP-9 a los 240 dias de gestacion.
En las yeguas sanas, la proMMP-9 a los 240 dias fue de 573.2+209.6 (Figura 21B).

Este perfil de secrecion disminuye 1.05-veces para la proMMP-9 en las yeguas con
datos sugestivos de placentitis con potro vivo; sin embargo, no fue estadisticamente
significativas con respecto a las yeguas sanas (p=0.8710; Figura 21B). En las
yeguas sugestivas de placentitis y con potro séptico vivo, y en las yeguas con potro
muerto se observé un aumento para la proMMP-9 de 1.3- (p=0.9921), y 1.16-veces
(p=0.9921); sin embargo, no fue estadisticamente significativa con respecto al grupo
de yeguas sanas (Figura 21B).

En las yeguas con evidencias de placentitis y con potro séptico vivo se encontré un
aumento de 1.35-veces; sin embargo, no fue estadisticamente significativo con

respecto al grupo de yeguas sanas (p=0.8754; Figura 21B).
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Figura21. Actividad dela proMMP-9y actMMP-9 en el suerode las yeguas alos 240 y 320 dias de gestacion.
Se muestra la banda de actividad del marcador de movilidad electroforética U937 (carril 1y 2) y de las
muestras de las yeguas sanas (51-6), de las yeguas sugerentes (sP) y evidentes de placentitis (eP). Potro vivo
(PV), potro séptico vivo (PSeV), potro muerto (PM). (A). Se determind la densidad éptica de cada banda de
lisisa los 240 (B) y 320 dias de gestacidn (C). Los datos se muestran como la media + desviacion estandar.
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7.4.2 Actividad de la actMMP-9 alos 240 dias de gestacion.
En las yeguas sanas se localizd la isoforma activa de la MMP-9 a los 240 dias de

gestacion, la cual fue de 671.9+£191.1 (Figura 21B). Este perfil de secreciéon
disminuye 1.12-veces para la actMMP-9 en las yeguas con datos sugestivos de
placentitis con potro vivo; sin embargo, no fue estadisticamente significativa con

respecto alas yeguas sanas (p=0.9805; Figura 21B).

En las yeguas sugestivas de placentitis y con potro séptico vivo, y en las yeguas
con potro muerto se encontré una disminucion de 1.19- (p=0.9838), y 1.10-veces
(p=0.9883); sin embargo, no fue estadisticamente significativa con respecto al grupo
de yeguas sanas (Figura 21B).

En las yeguas con evidencias de placentitis y con potro séptico vivo, se observé un
aumento de 1.02-veces en la actMMP-9; sin embargo, no fue estadisticamente

significativo con respecto al grupo de yeguas sanas (p<0.9999; Figura 21B).

7.4.3 Actividad de la proMMP-9 a los 320 dias de gestacion.
En las yeguas sanas se determiné que la proMMP-9 a los 320 dias fue de

517.2+160.3 (Figura 21C). Este perfil de secrecion disminuye 1.41-veces para la
proMMP-9 en las yeguas con datos sugestivos de placentitis con potro vivo; sin
embargo, no fue estadisticamente significativo con respecto a las yeguas sanas
(p=0.9460; Figura 21C). En las yeguas sugestivas de placentitis y con potro séptico
Vivo, y en las yeguas con potro muerto se encontrdé un aumento de 1.5- (p=0.9186),
y 1.28-veces (p=0.9486); sin embargo, no fue estadisticamente significativa con

respecto al grupo de yeguas sanas (Figura 21C).

En las yeguas con evidencias de placentitis y con potro séptico vivo, se observé un
aumento de 1.5-veces en la actividad de la proMMP-9; sin embargo, no fue
estadisticamente significativo con respecto al grupo de yeguas sanas (p=0.9271;
Figura 21C).
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7.4.4 Actividad de la actMMP-9 alos 320 dias de gestacion.
En las yeguas sanas se localizo la isoforma activa de la MMP-9 a los 320 dias de

gestacion la cual fue de 655.5£182.2 (Figura 21C). Este perfil de secrecién
disminuye 1.28-veces para la actMMP-9 en las yeguas con datos sugestivos de
placentitis con potro vivo; sin embargo, no fue estadisticamente significativo con

respecto alas yeguas sanas (p=0.7800; Figura 21C).

En las yeguas sugestivas de placentitis y con potro séptico vivo, y en las yeguas
con potro muerto se observé una disminucion de 1.29- (p=0.9341) y 1.29-veces
(p=0.7649) respectivamente; sin embargo, no fue estadisticamente significativa con

respecto al grupo de yeguas sanas (Figura 21C).

En las yeguas con evidencias de placentitis y con potro séptico vivo, se encontré un
aumento de 1.04-veces en la actMMP-9; sin embargo, no fue estadisticamente

significativo con respecto al grupo de yeguas sanas (p=0.9992; Figura 21C).
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8.0 DISCUSION

La inflamacion es esencial para el desarrollo fisiolégico en diferentes procesos como
la ovulacion (Duffy etal. 2019), la implantacion (Dekel et al. 2014), la decidualizacién
(Fujiwara et al. 2020), la placentacion y el parto (Flores-Herrera et al. 2012); sin
embargo, un incremento descontrolado en la produccion de las citocinas pro/anti-
inflamatorias estd asociado a patologias como parto prematuro, aborto (Keelan
2018) y placentitis (Cummins et al. 2008, LeBlanc 2010).

La placentitis es el proceso patolégico desarrollado por la inflamacion placentaria
(LeBlanc 2010), y es una de las principales causas asociadas al aborto tardio en las
yeguas gestantes (LeBlanc et al. 2012, LeCuyer et al. 2015). La placentitis es
producida por la infeccion de diferentes bacterias localizadas en el cérvix que por
via ascendente colonizan la cavidad uterina y al contactar al tejido del
corioalantoides pueden desencadenar prematuramente la contraccion uterina (Li et
al. 2019), la separacion del corioalantoides del endometrio (McGlothlin et al. 2004),

y el nacimiento prematuro con mortalidad de los potros (Loux and Ball 2018).

8.1 Principales resultados en nuestro estudio.

8.1.1 Yeguas sanas
En el suero de las yeguas gestantes sanas se incremento significativamente 16.5-

veces la concentracion de la elL-13 hacia el dia 320 de gestacién con respecto al
dia 240 (Figura 18 y 19), mientras que la actividad de las tres isoformas de MMPs
estudiadas (proMMP-2, proMMP-9 y actMMP-9) disminuyeron entre el dia 240 y 320
de gestacion (Figura 20 y 21).

Actualmente, no existen estudios que describan el perfil de expresion de la elL-f o
MMPs a lo largo de la gestacion en las yeguas; sin embargo, nuestros resultados
coinciden con los reportes donde se ha demostrado el incremento de la IL-13 hacia

el trabajo de parto en humanos (Hadley et al. 2018).
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El parto es un proceso inflamatorio en el que la participacion y coordinacion del feto
y de la madre son fundamentales para lograr la expulsién de la cria una vez que

esta ha completado su desarrollo (Reinl y England 2015).

Carole Mendelson y colaboradores (2004) demostraron que al inocular 3.0 pug por
saco embrionario de la proteina surfactante A en el liguido amniotico de ratones en
el dia 15 de gestacion provoca hacia el dia 17 la migracion de macrofagos
localizados en el liquido amniético hacia el miometrio, asi como un incremento de
los niveles de IL-1B uterinos (Condon et al. 2004) (Figura 22A). Sivarajasingman,
et al; (2016) describié que los macréfagos en el miometrio son los responsables de
la secrecion de diferentes tipos de citocinas como la IL-8, IL-1B, IL-6 y TNF-a

(Sivarajasingam, Imamiy Johnson 2016) (Figura 22B).

Los macréfagos también son fuente de MMPs (Gomez-Lopez et al. 2014). Ping Xu
y equipo (2002) demostraron que sobre las membranas fetales humanas se
incrementa la expresion de la MMP-9 durante el trabajo de parto, facilitando el
rompimiento de las membranas fetales (Xu, Alfaidy, and Challis 2002) (Figura 22C),
sin embargo, nuestros resultados demuestran una disminuciéon de proMMP-2,
proMMP-9 y actMMP-9 en el dia 320 con respecto al dia 240 de gestacion.

Durante el desarrollo del presente estudio, la sangre fue colectada a los 320 dias
de gestacion, 22 dias antes del promedio del parto en las yeguas sanas. Yiping
Dang y colaboradores (2014) reportaron una disminucion de la expresion de
proMMP-2, MMP-2 y MMP-9 en la placenta de ratas durante la gestacion tardia (19
dias), mientras que sobre el tejido uterino las mismas MMPs incrementan,(Chen y
Khalil 2017), probablemente como parte del remodelado de la matriz extracelular
necesaria para el inicio del parto (Shynlova et al. 2013). Esto sugiere que la

presentacion y concentracion de las MMPs son dependientes del tejido.

Segun elmodelo propuesto por Carole Mendelson antes mencionado, en las yeguas
sanas, la presentacion disminuida tanto de proMMP-2 como de las dos isoformas
de MMP-9 (proMMP-9 y actMMP-9) podria estar involucrada con la madurez del

sistema respiratorio del potro, especificamente por la presencia de surfactante que
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parece producirse hacia el dia 300 de gestacion o incluso mas tarde (Pattle et al.
1975), mientras que los progestagenos sintetizados por el binomio yegua-potro
podrian mantener la integridad de las membranas fetales y la quiescencia uterina,

a pesar del aumento en la concentracion de elL-1B (Shynlova et al. 2013).

Debido a lo anterior, se requiere mayor investigacion para determinar los elementos
inflamatorios que integran el antes durante y después del parto en el binomio yegua-

potro.
Migracién de
macréfagos
* Macréfages
TNF- SR 1P
: onde L1 Liquido amnidtico
ecrec e IL-
DB R
Alantocorién
Red de colagéno.
Debilitamiento de
MIOMETRIO membranas

Figura 22. Participacion de las células inflamatorias durante el parto en layegua. (A) Los pulmones fetales
maduros sintetizan proteina surfactante A (PS-A). Esta molécula sobre el liquido amnidtico recluta macréfagos
y los hace migrar hacia elmiometrio. (B) Los macréfagos miometriales son fuente de interleucinas como la IL-
1By de proteasas comola MMP-9. (C): La MMP-9 secretada por los macréfagos facilita el rompimiento de las
membranas durante el parto (Creadoen BioRender).

8.1.2 Yeguas evidentes y sugerentes de placentitis.
A pesar de que la elL-1B3, la proMMP-2, la proMMP-9 y la actMMP-9 si estan

presentes en fechas préximas al parto, un proceso inflamatorio como la placentitis

provoca una mayor secrecion de citocinas como la IL-18, TNF-a y el INFy en la
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interfase materna fetal provocando el nacimiento prematuro con poca probabilidad
de sobrevivencia (Peltier 2003).

Nuestros resultados indican que en las yeguas con signos sugerentes y evidentes
de placentitis se incrementa hasta 265 veces la expresion de la elL-1 asociado al
estado clinico del potro, siendo el aumento mayor (373.4 veces) si el potro muere al
dia 240 de gestacion (Figura 18). Sin embargo, en estos mismos grupos (potro vivo
séptico y muerto) la concentracion de elL-1B disminuye en el dia 320 de gestacion

con respecto al dia 240 (Figura 19).

Estos resultados en su conjunto sugieren que el proceso de placentitis activa la
respuesta inflamatoria mediada por la IL-13 como ha sido demostrado en modelos

de placentitis inducida (LeBlanc et al. 2012).

Al evaluar a las MMPs, no encontramos diferencias estadisticamente significativas,
probablemente debido al nidmero de yeguas; sin embargo, encontramos un
aumento tanto de la proMMP-2 como de la proMMP-9 asociadas al estado del potro
(vivo séptico o muerto) con respecto al grupo control (Figura 20). Por su parte, la
densidad optica de las MMPs evaluadas disminuye al dia 320 de gestacion con

respecto al 240 (Figura 21).

A pesar de que el estimulo inflamatorio durante el parto es dominado por la
infiltracién de macréfagos en el miometrio (Shynlova et al. 2013), durante una
infeccion sobre los tejidos gestacionales las células de defensa predominantes son
los neutréfilos (Kan, Razzaghian y Lavoie 2016) (Figura 23A). Los neutrdfilos
activados son fuente de citocinas como IL-1B (Peltier 2003), asi como de MMP-9
(Janciauskiene et al. 2018). La MMP-9 activa a la IL-8 (Janciauskiene et al. 2018)
un agente quimioatrayente de neutrofilos (Kim et al. 2015) (Figura 23B), mientras
gue la MMP-2 puede romper y activar a prolL-1p (Gabay, Lamacchiay Palmer 2010)
y a la ocludina, un componente transmembranal de las uniones endoteliales y con
ello contribuir a una mayor acumulacién de neutrofilos en el sitio de infeccion con la
consecuente produccion de mas citocinas y enzimas proinflamatorias (Nissinen y
Kahari 2014) (Figura 23C).
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En el endometrio equino se ha identificado la presencia de neutréfilos como parte
del sistema inmune endometrial (Skarzynski et al. 2020). Ademas, cuando se induce
una placentitis ascendente con Streptococcus equi subesp zooepidemicus a yeguas
gestantes se encuentra un aumento significativo en la concentracion de la IL-1(3, IL-
6 e IL-10 en el liquido amniético (Fedorka et al. 2019). Por su parte, Charlotta
Oddsddéttir (2008) demostré que las gelatinasas MMP-9 y MMP-2 son inducidas
durante la endometritis equina ya sea por bacterias o por monta natural (Fedorka et
al. 2019).

Nuestros resultados sugieren gue un proceso de tipo infeccioso como la placentitis
desencadena una produccion mayor de IL-18 y de proMMP-2, proMMP-9 y actMMP-
9, este ultimo solo en yeguas evidentes de placentitis, probablemente como
resultado de una migracion mayor de neutrdéfilos al sitio de infeccién en comparacion
a la migracion de macrofagos durante el parto (Gomez-Lopez et al. 2017)
contribuyendo asi, al desprendimiento de membranas (Peltier 2003) vy

desencadenando un parto prematuro (Gomez-Lopez et al. 2014).

Cabe resaltar que en nuestros resultados las yeguas expresan altos niveles de elL-
1B a pesar de no presentar signos clinicos evidentes de placentitis con respecto al
ultrasonido. Este fendbmeno es similar al caso descrito por Campos y colaboradores
(2020) donde una yegua presenté amnionitis no infecciosa, caracterizada por el
aborto al dia 240 de gestacion. La cara alantoidea de la placenta se observo
congestionada, pero sin necrosis o exudado, mientras que la cara coridnica no

presentd ningin cambio (Campos et al. 2020).

8.1.3 Interaccion entre las yeguas con placentitis y potro séptico o muerto.
En dos de los subgrupos de las yeguas con placentitis los potros nacieron muertos

o se les diagnosticé con sepsis, o que denota que la cria fue afectada directamente

por los agentes patdgenos causantes de la placentitis.

Usando un modelo de placentitis ascendente por Streptococcus equi subesp
zooepidemicus en yeguas gestantes, Calderwood Mays y equipo (2002)
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determinaron que las bacterias causantes de infeccion ingresan por el cérvix,
infectando la estrella cervical y dandose paso hacia el liqguido amniético a través del
cordon umbilical, para finalmente instalarse predilectamente en los pulmones fetales
(Steiner, Uhl y Brown 1993) (Figura 23D).

Durante una corioamnionitis experimental, se ha observado una mayor expresion
de citocinas como IL-1[3, IL-6, IL-8 e IL-17 en sangre, timo, pulmones e intestino en
fetos de borregos, macacos y cerdos (Sabic y Koenig 2020) (Figura 23E). Por su
parte, en equinos, se ha determinado que la septicemia en potros es una secuela

de la placentitis (Macpherson y Bailey 2008).

Un proceso de estrés sobre el potro derivado de la septicemia estimulard la
produccién de cortisol y con ello la maduracién pulmonar precoz con un desarrollo
anormal de la estructura pulmonar (Wolfs et al. 2012) asi como la producciéon de
pregnelonona por parte del feto y el subsecuente metabolismo de esta hormona en
los tejidos placentarios hacia progesterona (Fowden, Giussani y Forhead 2020,
Wynn et al. 2018) (Figura 23F).

William Marinello (2020) determind en células amnidticas humanas in vitro que la
Medroxiprogesterona una progestina sintética inhibe la induccion del mRNA tanto
de la MMP-1 como de IL-8 estimulado por IL-18 mediante el receptor para
glucocorticoides (Marinello, Feng y Allen 2020) (Figura 23G). Este bloqueo de
interleucinas por progesterona se podria deber a que la IL-18 es producida
principalmente por leucocitos, cuyo influjo depende de la sefalizacion de
macréfagos, pero su actividad es blogueada por la progesterona (Keelan 2018,
Peltier 2003).

Con base en lo anterior, si los receptores a progesterona presentes durante esta
patologia son los tipos A, el resultado sera la estimulacion de las reacciones
proinflamatorias (Figura 23G) lo que explicaria la secreciéon aumentada de proMMP-
2 observada tanto en los grupos evidente y sugerente de placentitis con potros vivos
seépticos y muertos en ambos dias de gestacion evaluados. Pero, si existe un cambio

de receptores hacia los tipos B esto explicaria el descenso de elL-13, proMMP-9 y
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actMMP-9 hacia el dia 320 de gestacion (Goldman y Shalev 2007) (Figura 23G).
Por ello, resulta interesante conocer la distribucion de los receptores de
progesterona durante la placentitis equina.
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Figura 23. Participacion de elL-1B, MMP-2 y MMP-9 durante la placentitis equina. (A): La célula de defensa
predominante durante una infeccidn sobre los tejidos gestacionales son los neutréfilos. Los neutréfilos son fuente de
prolL-13 y MMP-9. (B) La MMP-9 activa a la IL-8 quimioatrayente de neutrofilos. (C) La MMP-2 Activaa IL-1B y a la ocludina
facilitando la migracion de neutréfilos desde los vasos sanguineos. (D) Las bacterias ingresan al feto a través del cordén
umbilical instalandose finalmente en los pulmones. (E): Los pulmones fetales, asi como otros drganos inician la produccion
de IL-1B. (F): LaIL-1B asi como el estimulo de estrés en general, provoca la activacion del eje hipotalamo -hipofisis-adrenal
(HPA) con la consiguiente produccion exacerbada por parte de la unidad feto placentaria de progesterona (Pa). (G) La Ps
puede unirse con el receptor para progesterona tipo B (PRB) o al receptor para glucocorticoides (RG) inhibiendo la
migracion de células inmunes, o bien, la P4 se puede unir a PRA incrementando el estimulo inflamatorio (Creado en
BioRender).

8.1.4 Relacion entre las yeguas con placentitis y potros sanos.
Nuestros resultados demuestran que el aumento significativo de elL-1p en el suero

de las yeguas gestantes con placentitis esta asociado al estado clinico del potro
(vivo séptico o muerto) a los 240 (Figura 18) y 320 dias (Figura 19) produciendo el
40% de mortalidad de los potros (Cuadro 4).
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Sin embargo, en las yeguas con signos sugerentes y evidentes de placentitis con
potros vivos y sanos no existieron diferencias significativas en la expresion de la
elL-1B con respecto a las yeguas sanas, mientras que la tendencia en la expresion
de las MMPs analizadas (proMMP-2, proMMP-9, actMMP-9) fue la de disminuir con
respecto al grupo control (Figura 20 y Figura 21). Esto podria indicar una

participacion del potro en la defensa inmunoldgica contra la infeccion.

El sistema inmune equino madura durante la vida fetal, encontrandose actividad
linfocitica (sistema inmune adaptativo) desde el dia 120 de gestacion (Giguere y
Polkes 2005). Por lo tanto, en nuestro estudio es probables que, alos 240 y 320
dias de gestacion, el feto equino presenta los elementos inmunes necesarios para

enfrentar una infeccion bacteriana relacionada con placentitis.

Se ha observado que los fetos de corderos a cuyas madres se les indujo
corioamnionitis promueven la maduracion de los monocitos pulmonares, los cuales
activan la capacidad de producir citocinas proinflamatorias en respuesta a un
estimulo (Sabic y Koenig 2020) (Figura 24C).

Imran N. Mir y colaboradores (2018) estudiaron la contribucién del feto o de la
placenta en la sintesis de citocinas proinflamatorias durante el parto a través del
inmunoandlisis de la concentracion de las citocinas IL-183, IL-2, IL-6, IL-8 y TNF-a
en la sangre del cordén umbilical, bajo la premisa de si la mayor concentracion se
encontraba en la vena umbilical la secrecion de citocinas era materna, mientras que
si la mayor concentracion se encontraba en las arterias, la produccion era fetal (Mir
et al. 2018). Sus resultados muestran que: el grupo de mujeres sin complicaciones
en la gestacion y sin problemas de salud en los neonatos pero con parto espontaneo
presentaron mayores concentraciones de IL-6 e IL-8 en las arterias umbilicales
comparado con las venas umbilicales (16.7 y 18.4 Vs 0.29 y 0.74 pg/mL)
demostrando una produccion fetal y metabolismo placentario, lo cual se confirmo
con la presencia incrementada de ambas citocinas en la placenta comparada con el

grupo que no presenté labor de parto (Figura 24C).

58



Ademas, el 53% del grupo mostro infiltracion neutrofilica activa en el corion asociado
a corioamnionitis aguda, a pesar de que ninguna de estas mujeres fue diagnosticada
con infeccién durante su gestacion y los bebés nacieron completamente sanos (Mir
et al. 2018).

Por otra parte, Gomez Lopez y colaboradores (2017) a través de la técnica de
anadlisis de huellas genéticas (DNA fingerprints) concluyeron que los neutréfilos que
se observan en el liqguido amnidtico en mujeres con infeccion intra amnidtica pueden
ser de origen materno como fetal, siendo de este dltimo el predominante. Ademas,
en ciertos casos, la infiltracion de neutréfilos fetales en la placenta no causa una

reaccion inflamatoria en el tejido (Gomez-Lopez et al. 2017) (Figura 24D).
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Figura 24. Participacion del potro clinicamente sano durantela placentitis. (A) Lainfeccidn se establece en
los tejidos placentarios con la llegada de los neutréfilos como primera linea de defensa y la consecuente
producciénde IL-18, MMP-2 y MMP-9. (B) Las bacterias ingresan por el cordén umbilical y migran hasta los
pulmones. (C) Esto provoca en un potro clinicamente sano una maduracién oportuna de los monocitos
pulmonares y la secrecién de interleucinas fetales como la IL-1B que puede migrar a través de la arteria
umbilical hacia la placenta y el Utero. (D) El potro, a su vez, también podria participar en la defensa ante la
infeccidn a través de la migracion de neutrdfilos de su sistema inmunolégico hacia los tejidos placentarios.

Dichos neutréfilos podrian ser capaces de fagocitar microorganismos sin exacerbar el estimulo inflamatorio
(Creado en BioRender).
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Si esto ocurre de una forma similar en el binomio yegua-potro explicaria las
concentraciones disminuidas de elL-1b y de MMPs en el suero de la madre con

potro sano a pesar de estar presente la placentitis.

Finalmente, cabe destacar que la mayoria de los estudios sobre placentitis equina
se disefian bajo una induccion de la infeccion (Beachler et al. 2021, EI-Sheikh Ali et
al. 2020); sin embargo, este método provoca comunmente la aparicion de descarga
vulvar y aborto que no siempre esta presente en el curso natural de la enfermedad
(Macpherson y Bailey 2008) como se ha reportado en nuestros resultados, donde

incluso la infeccién pas6 desapercibida al ultrasonido.

9.0 CONCLUSIONES.

El presente proyecto determiné la concentracion seérica de la IL-13, proMMP-2,
proMMP-9 y actMMP-9 en los dias 240 y 320 de gestacion en yeguas gestantes
sanas y con placentitis. Los resultados muestran que en yeguas sanas la elL-13
incrementa significativamente del dia 240 al 320 de gestacion, mientras que las
MMPs evaluadas disminuyen. Por su parte, en yeguas con signos sugestivos o
evidentes de placentitis la concentracion de elL-1B y la actividad de proMMP-9 y
proMMP-2 se incrementa en asociacion con la mortalidad del potro. Lo anterior es
un precedente de la existencia de una asociacion entre el sistema inmune del potro
con el de la yegua. No obstante, y debido al nimero de yeguas y potros evaluados,
los resultados solo nos muestran diferencia estadistica para IL-18 por lo que esta
molécula podria ser utilizada como marcador de la infeccion y del estado de salud
del potro, mientras que para la MMP-2y MMP-9 se necesitaran de mas estudios

para confirmar los resultados encontrados.
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11.0 ANEXOS.

11.1 Preparacion de las soluciones para la cuantificacion de elL-18.

A) Fosfato salino (PBS). El cuadro 5 indica los reactivos para la preparacion
de 500mL de una la soluciébn amortiguadora de PBS. Aforar a 500mL con

agua destilada y ajustar a un pH de 7.0.

Reactivo Concentracion Peso/volumen No de catdlogo
Fosfato de sodio 0.02 M 12g J.T Baker® 381801
monobdsico (NaH2PO4)
Fosfato de sodio 0.02 M 142 ¢ Sigma® S-7907
dibasico (NazHPO,)
Cloruro de sodio (NaCl) 0.15 M 435¢ J.T Baker® 362401

Cuadro 5. Composiciénde lasolucién amortiguadora de fosfatos.

B) Solucién de lavado. Agregar 2.5mL (0.5%) de Tween 20 (Sigma de México®
9005-64-5) a 500mL de solucion de PBS.

C) Solucion debloqueo. Agregar 100mg (1%) de albumina sérica bovina (BSA,
Euro Clon, Albumin Fraction V, EMR086050) a 10mL de PBS.

D) Sustrato TMB. El sustrato esta compuesto por péroxido de hidrégeno (H202)
y tetrametilbencidina (TMB). Realizar 10mL de una solucion H202:TMB en
una proporcion 1:1 (R&D Systems DY999).

E) Solucion &cido sulfdrico para detener la reaccion enzimética. Se
requieren 10mL de &cido sulfarico 2N (H2S04) (R&D Systems DY994).

La cuantificacion de la elL-18 (DY3340; R&D Systems) contiene los siguientes
viales: anticuerpo de captura (1 vial, Goat Anti-Equine IL-1B), anticuerpo de
deteccion (1 vial Biotinylated Goat Anti-Equine IL-1B Detection Antibody), curva

estandar (3 viales), y estreptavidina-HRP (1 vial).

El procedimiento se realizd durante dos dias, siguiendo las recomendaciones de la
casa comercial y como ha sido descrito previamente por nuestro grupo de
investigacion. (Alvarez-Cabrera et al. 2018, Flores-Herrera et al. 2012)
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11.2 Protocolo del ELISA para la cuantificacion de elL-18.

DIA UNO.
1. Preparacion de la placa (96 pozos).

El vial del anticuerpo de captura presenta una concentracion de 144ug. Este vial se
reconstituye con 1mL de PBS (Ver Cuadro 5).

La concentracion de trabajo del Ab de captura recomendada por el fabricante es de
800ng/mL.

Se requieren 100uL por pozo, sin embargo, se calcula a 100 pozos en vez de 96

para tener un volumen residual. Entonces: 100uL X 100 pozos =10,000uL o 10mL.

Lo anterior significa que necesitamos: 800ng/mL (concentracion de trabajo) por

10mL= 8,000 ng u 8 pg. Por lo tanto, requerimos del vial del anticuerpo de captura:
144pug — 1000uL (1mL)

8ug - X

X=55.55 = 56 L del vial reconstituido del anticuerpo de captura.

Finalmente, nuestra dilucién final es de 56pL del vial reconstituido del anticuerpo de
captura y cuanto baste para 10mL de PBS (9,944uL 0 9.944 mL de PBS).

Una vez depositados los 100uL de anticuerpo de captura en cada pozo, la placa se
cubre con una membrana adhesiva para evitar evaporacion (SealPlate, Excel
Scientific; CA, USA) y finalmente, se deja incubar toda la noche a temperatura

ambiente.
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DIA 2
2. Lavar la placa.

Al término de la incubacion, a la placa se le retira el anticuerpo de captura y los
pozos son lavados 3 veces con la solucion de Tween-PBS (Ver apartado B de la

seccion 11.1).

3. Bloquear la placa.

Colocar a cada pozo 100 yL de la solucion de bloqueo (Ver apartado C de la
seccion 11.1). Sellar la placa con la membrana adhesiva e incubar por 1 hora a
temperatura ambiente. Al término de la incubacion, la placa se lava tres veces (Ver
paso 2).

4. Preparacion de la curva estandar

EL vial contiene una concentracion de 45ng. La curva estandar recomendada tiene
7 puntos con un rango de 125-8000pg. El vial del estandar se diluye en 500uL de
solucion de blogueo (Ver apartado C de la seccién 11.1), por lo que la
concentracion final es de 45ng/500uL. Ademas, se recomienda utilizar un volumen
final de 1000uL en la dilucién menor para que a partir de ella se realicen diluciones
dobles seriadas.

El primer punto de la curva inicia en 8000 pg/mL (8ng) y nuestro vial original esti a
45ng/mL. Por lo tanto requerimos:

45ng — 500 pL

8ng - X

X=88.88 uL = 89 pL del vial reconstitudo del estandar.

Finalmente, nuestra dilucion final para el primer punto de la curva de 8000ng/mL es
de 89uL del vial reconstituido del estandar y cuanto baste para 1000uL de solucion

de bloqueo (911uL de solucién de bloqueo).

Los siguientes 6 puntos de la curva se forman a través de diluciones dobles seriadas

como se muestra en la Figura 25,
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Figura25. Procedimiento para ejecutar las diluciones dobles seriadas de la curva estdndar, seguninserto del
Kit.

5. Agregar curva estandar y muestras ala placa.

Colocar 100uL de cada punto de la curvay de las muestras de suero por duplicado
(Cuadro 6).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A ST1 | ST1 Y1l Y1 Y5 Y5 Y9 Y9 Y13 | Y13 | UNE | UNE
240 | 240 | 240 | 240 | 240 | 240 | 240 | 240
B ST2 ST2 Y1l Y1l Y5 Y5 Y9 Y9 Y13 | Y13
320 | 320 | 320 | 320 | 320 | 320 | 320 | 320
C ST3 ST3 Y2 Y2 Y6 Y6 Y10 | Y10 | Y14 | Y14
240 | 240 | 240 | 240 | 240 | 240 | 240 | 240
D ST4 | ST4 Y2 Y2 Y6 Y6 Y10 | Y10 | Y14 | Y14
320 | 320 | 320 | 320 | 320 | 320 | 320 | 320
E ST5 ST5 Y3 Y3 Y7 Y7 Y11 | Y11 | Y15 | Y15
240 | 240 | 240 | 240 | 240 | 240 | 240 | 240
F ST6 | ST6 Y3 Y3 Y7 Y7 Y11 | Y11 | Y15 | Y15
320 | 320 | 320 | 320 | 320 | 320 | 320 | 320
G ST7 | ST7 Y4 Y4 Y8 Y8 Y12 | Y12 | Y16 | Y16
240 | 240 | 240 | 240 | 240 | 240 | 240 | 240
H Y4 Y4 Y8 Y8 Y12 | Y12 | Y16 | Y16
320 | 320 | 320 | 320 | 320 | 320 | 320 | 320
Cuadro 6. Disefio final de la placa. ST: Estandar Y: Yegua, Y1-Y6: Yeguas sanas, Y7-Y16: Yeguas problema, 240
y 320 son los dias de gestacidén. Las casillas sombreadasson los duplicados. UNE: unidénno especifica (en estos
pozos no se coloca anticuerpo de captura)
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Una vez depositados los 100uL de cada estandar y de las muestras, cubrir la placa
con una membrana adhesiva y dejar incubar por 2 horas a temperatura ambiente.

Después del tiempo de incubacion, lavar la placa como se indic6 en el paso nimero
2.

6. Reaccion de deteccion.

El anticuerpo de deteccion tiene una concentracion de 27ug. Este vial se
reconstituye con 1mL de solucién de bloqueo (Ver apartado C de la seccion 11.1),

por lo que la concentracion final del vial es de 27 pg/mL.

La concentracion de trabajo del Ab de deteccion recomendada por el fabricante es
de 150ng/mL.

Se requieren 100uL por pozo, sin embargo, se calcula a 100 pozos en vez de 96

para tener un volumen residual. Entonces: 100uL X 100 pozos =10,000uL o 10mL.

Lo anterior significa que necesitamos: 150ng/mL (concentracion de trabajo) por

10mL= 1,500 ng u 1.5 ug. Por lo tanto, requerimos del vial del anticuerpo de captura:
27ug —1000pL (1mL)

1.5ug - X

X=55.55 = 56 pL del vial reconstituido del anticuerpo de deteccion.

Finalmente, nuestra dilucion final es de 56 uL del vial reconstituido del anticuerpo
de deteccién y cuanto baste para 10mL de solucion de bloqueo (9,944uL o 9.944
mL de BSA1% diluido en PBS).

Una vez depositados los 100uL de anticuerpo de deteccién a la concentracion
adecuada en cada pozo, la placa se cubre con una membrana adhesiva y

finalmente, se deja incubar 2 horas a temperatura ambiente.

Después del tiempo de incubacion, lavar la placa como se describié en el paso 2.
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7. Agregar HRP con estreptavidina.

El vial contiene 1mL de estreptavidina conjugada con HRP (peroxidasa de rabano).
El fabricante recomienda diluir 200 veces con solucion de bloqueo (Ver apartado C
de la seccion 11.1), por lo que al final obtendremos 200mL de solucién

estreptavidina-HRP.

Se requieren 100uL por pozo, sin embargo, se calcula a 100 pozos en vez de 96
para tener un volumen residual. Entonces: 100pL X 100 pozos = 10,000uL o 10mL

de solucioén estreptavidina-HRP.

Una vez depositados los 100uL de solucién estreptavidina-HRP en cada pozo, la
placa se cubre con una membrana adhesiva y se deja incubar 20 minutos a

temperatura ambiente y cubriéndola de la luz.
Después del tiempo de incubacion, lavar la placa como se describié en el paso 2.
8. Agregar el sustrato TMB.

Se requieren 100uL por pozo, sin embargo, se calcula a 100 pozos en vez de 96
para tener un volumen residual. Entonces requerimos: 100uL X 100 pozos =

10,000uL o 10mL de la solucion (Ver apartado D de la seccion 11.1).
Incubar la placa por 20 minutos a temperatura ambiente y cubriéndola de la luz.
9. Solucion paradetener lareaccion enziméatica.

Colocar 100uL de acido sulfarico 2N (Ver apartado E de la seccién 11.1) en cada

pozo Y leer en el espectrometro a 450nm.

11.3 Preparacion de las soluciones y equipo requerido para la
realizacion de la Zimografia.

1. Equipo.

En el dia uno del procedimiento se requiere limpiar los vidrios del equipo con una

gasa Yy alcohol para eliminar todos los rastros de huellas digitales o aceites.
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El vidrio tiene una ceja esmerilada de 0.75mm. Sobre estas cejas colocar el sequndo
vidrio sin esmerilado.

Una vez empalmados, los vidrios deben colocarse en la siguiente estructura sin

olvidar posicionar la base plastica por debajo (Figura 26):

Figura 26. Estructura final para polimerizar geles durante la zimografia.

Llenar con agua destilada en el espacio entre los dos vidrios, esto servird para
verificar si hay fugas. Una vez que hemos verificado la ausencia de fugas, retirar el

agua destilada.

2. Soluciones para los geles superior e inferior.

A) Solucién de duodecil sulfato (SDS) 10%. Agregar 10g de SDS (Sigma®
L3-771) en 100mL de PBS (Ver apartado A de la secciéon 11.1).

B) Buffer Tris Base para gel superior. El cuadro 7 muestra los reactivos
requeridos para realizar 100mL de buffer Tris base para el gel superior. Aforar

a 100 mL con agua destilada y ajustar el pH a 6.8

Buffers Tris Base Reactivo Peso/volumen
Tris Base 0.5M 6.05g
Buffer superior SDS 0.4% 4.0mL de solucion al 10%
(Apartado 2A seccidon 11.3)

Cuadro 7. Composicidndel buffer paralasoluciondel gel superior.

C) Buffer Tris Base para gel inferior. El cuadro 8 muestra los reactivos
requeridos para realizar 100mL de buffer Tris base para el gel inferior. Aforar
a 100mL con agua destilada y ajustar el pH a 8.8
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Buffers Tris Base Reactivo Peso/volumen

Tris Base 1.5M 18.17 g
Buffer inferior (Sigma® T1-503)
0.4% SDS 4.0mL de solucion al 10%

(Apartado 2A seccién 11.3)

Cuadro 8. Composiciénde buffer paralasoluciéndel gelinferior.

D) Solucién de gelatina: Agregar 250mg de gelatina (Sigma® 04055) en 50mL
de agua destilada.

E) Persulfato de amonio: Agregar 10mg de persulfato de amonio (BIO RAD®
161-0144) en 100uL de agua destilada.

F) Solucién de cargado paralas muestras. El cuadro 9 muestra los reactivos
para la preparacion de 10mL de solucion.

Reactivo Volumen | No de catalogo

Buffersuperior 1.75 mL | Ver apartado 2B de laseccion 11.3
Glicerol 1.0 mL Sigma® G5516

SDS 10% 1.0mL Ver apartado 2A de laseccion 11.3
Azul de bromofenol 10 mg Sigma® B5525

Agua destilada 5.75 mL

Cuadro 9. Composiciénde lasolucién de cargado para las muestras.

G) Buffer de la camara. El cuadro 10 muestra los reactivos para la
preparacion de 1L de buffer de la camara. Aforar a 1000mL.

Reactivo Peso/volumen No de catdlogo

Tris Base 30¢g Sigma® T1-503

Glicina 144 ¢ Sigma® G-4392

SDS 10% 10 mL Ver apartado 2A de laseccién 11.3

Cuadro 10. Composiciénde lasolucion del buffer de lacamara.

H) Solucién de lavado Tritébn 2.5%. Agregar 12.5mL de Triton (Sigma de
Meéxico® 9005-64-5) a 500mL de agua destilada. Aforar a 500mL.

[) Solucién de incubacion. El cuadro 11 muestra la composicion de la
solucién de incubacion. Aforar a 100mL con agua destilada y ajustar el pH a
7.4.
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Reactivo Peso/volumen No de catalogo
Tris Base 6.07g (50mM) Sigma® T1-503
CaCl; 4.41 g (0.1M) Sigma® C4901
NaCl 8.76 g (0.15M) J.T Baker® 362401
NaN: acida de amonio 0.2g Sigma® 609374

Cuadro 11. Composiciénde lasolucion deincubacidn.

J) El cuadro 12 muestra la composicion de la solucion de tincion. Aforar a
1000mL (1L) con agua destilada.

Reactivo Proporcién | Volumen/peso | No de catilogo
Metanol 10% 100 mL Merck®106018
Acido acético 10% 100 mL Merck® 100063
Glicerol 10% 100 mL Sigma® G5516
Azul de cooumasie 10% lg Sigma® B-0149

Cuadro 12. Composiciénde lasolucion detincion.

K) El cuadro 13 muestra la composicion de la solucion destefiidora. Aforar a

1000mL (1L) con agua destilada.

Reactivo Proporcion | Volumen No de catdlogo
Metanol 10% 100 mL Ver apartado 2J seccién 11.3
Acido acético 10% 100 mL
Glicerol 10% 100 mL

Cuadro 13. Composicionde la solucién destefiidora.
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11.4 Protocolo para la Zimografia.

El procedimiento se realizd durante dos dias como ha sido descrito previamente por

nuestro grupo de investigacion (Alvarez-Cabrera et al. 2018, Flores-Herrera et al.

2012).

Dia 1. Formacién de los geles superior e inferior.

Este paso se realiza en hielo (Figura 27).

En dos tubos coénicos tipo Falcon marcados con la letra | para inferior y S para

superior, realizar las soluciones para los geles como se indica en la Cuadro 14.

-1

4 of

Figura27. Laejecucidonde las soluciones para polimerizarlos geles se realiza en hielo.

INFERIOR | SUPERIOR No de catdlogo
Agua destilada 3.4 mL 3.1mL
Buffers Tris-Base 2.5mL 1.25 mL Ver apartado 2B y 2C de la seccién
(la que corresponda) 11.3
Acrilamida 40% 2.0mL 0.5mL BIO RAD® 161-0144
Gelatina 2.0mL Ver apartado 2D de laseccion 11.3
TEMED 10.0 pL 10.0 pL Sigma® 79281
Persulfato 50.0 pL 50.0 pL Ver apartado 2E de la seccion 11.3

Cuadro 14. Composicidn de las soluciones paralos geles superior e inferior.

El TEMED vy persulfato son los que catalizarén la polimerizacion del gel, debido a

ello, primero preparar en su totalidad el gel inferior, llenar la camara hasta el borde
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color verde (Figura 28) y esperar a que polimerice. Ver el residual de la solucion en

el tubo conico como referencia.

Figura 28. Limite de llenadopara el gel inferior (Flecha roja).

Una vez que haya polimerizado, realizar el gel para la parte superior, llenar lo que

resta del espacio entre los vidrios y colocar el peine (Figura 29).

. —

lnll;.,""i?
i

Figura 29. Colocacion del peine unavez que elgelinferior ha polimerizadoy se hallenado el espacio
restante con lasolucién del gel superior.

Dejar polimerizar el gel superior. Usar como referencia de la polimerizacion la

solucién restante en el tubo conico.
Una vez que ambos geles hayan polimerizado quitar el peine.
3. Preparacion de las muestras.

En tubos tipo eppendorf prepararemos las muestras y el marcador especifico para
proMMP-2 y proMMP-9 U937 como se indica en la Cuadro 15.
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Solucién de cargado (loading) 5.0 uL
(Ver apartado 2F de la seccion 11.3)
PBS (Ver apartado A de laseccion 11.1) | 9.0 pL
Muestra (Suero) 1ul

Volumen final | 15pL
Cuadro 15. Composicion de la solucion final paralas muestras séricas.

Una vez preparada las muestras se van a cargar en los pozos formados cuando

quitamos el cepillo del gel superior.

Para ello, los geles se deben colocar en la siguiente estructura con el vidrio mas

corto hacia el centro (Figura 30):

Figura 30. Estructura para montarlos geles polimerizados previo a la electroforesis.

4. Cargar muestras

El equipo tiene espacio para dos geles y cada gel tiene un total de 10 pozos, por lo
gue, para este proyecto, en cada zimografia a realizar se utilizaron 4 muestras de

yeguas dia 240 de Gestacion y 4 del dia 320 de Gestacion.

En el primer pozo colocaremos el marcador U937, y en los siguientes pozos se

utilizd el siguiente orden:

Gell
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Pozo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
uo37 Vacio 1: 240 | 1: 320 | 2: 240 | 2: 320 | 3: 240 | 3: 320 | 4: 240 | 4: 320
Gel 2

| U937 | Vacio [5:240 |5:320 | 6:240 | 6:320 | 7:240 | 7:320 | 8:240 | 8:320 |
yegua: dia de Gestacién

5. Electroforesis

Una vez colocadas las distintas muestras en los pozos, colocar los geles en la
camara de electroforesis y llenar con buffer de la camara (Ver seccion 2G del

apartado 11.3) por encima de los seguros de acrilico (Figura 31).

Tambien llenamos con buffer de camara el espacio entre los dos geles.

Figura31. Limite de llenadoconlasoluciénbufferde lacamara (Flecha negra).

Luego colocamos la tapa y la conectamos a la fuente de energia. Asegurese que
los colores de los cables coincidan entre las conexiones de la tapa de la camara y

en la fuente de energia (Figura 32).

La energia requerida es de 24mA constante por 90 minutos.
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Figura32. Conexion entre lacamaray la fuente de energia parainiciar la electroforesis. Los colores de los
cablesdeben coincidirconlos colores de las conexiones.

La caja debe estar en hielo para evitar desnaturalizacion de proteinas por

calentamiento (Figura 33).

Figura33. Durantela electroforesis, lacdmara debe situarse en hielopara evitar la desnaturalizacion de las
proteinas.

6. Desmontar geles
Una vez pasado el tiempo de electroforesis se demontan los geles.

Con ayuda de una cuia separamos los vidrios y cortamos el gel superior (Figura
34).
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Figura34. Separacion de los vidrios con laayuda de una cufia para tener acceso al gel.

El gel lo vamos a colocar en recipeintes previamente etiquetados (Figura 35) y le
colocaremos una solucion de lavado Triton 2.5% (esto es para remover el SDS. Ver
apartado 2H de la seccion 11.3 ) que dejaremos en agitacion por 10 minutos.
Luego, decantar la solucién y colocar una vez més solucion de lavado por 10

minutos en agitacion.

Figura 35. Recipientesdonde se depositaranlos geles.

Desples de los dos lavados, decantar el Triton 2.5% y colocar solucion de
incubacion (Ver apartado 2| seccion 11.3). Dejar incubar a 25°C durante toda la

noche.

DIA 2
7. Tincién de geles

Al dia siguiente decantar la solucion de incubacion y colocar tincion sin lavado previo
(Ver apartado 2J seccion 11.3). Agitar por 30 minutos.
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Decantar la solucion tefiidora y colocar la solucion destefiidora (Ver apartado 2K
seccion 11.3). Agitar por 30 minutos.

Hacer un segundo lavado con solucion destefiidora por 30 minutos.

Decantar solucién destefiidora y colocar agua destilada.
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