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RESUMEN

La Diabetes Mellitus Gestacional (DMG) es un trastorno metabdlico comun durante el
embarazo; particularmente en México la prevalencia reportada de DMG fue de 23.7%
en 2018. La DMG se asocia con el aumento de marcadores inflamatorios séricos y
mayor riesgo de infecciones del tracto urinario (ITU). En México, las bacterias Gram
negativas son catalogadas como el agente etiol6gico nimero uno causante de las ITU;
especialmente Escherichia coli es la bacteria mas comun encontrada en mujeres
embarazadas. Ademas, la hiperglucemia se asocia positivamente con disbiosis
vaginal, asi como resultados adversos materno-fetales a corto y largo plazo. Por otro
lado, la insulina y la metformina se prescriben como tratamientos para el control
glucémico durante la DMG y son moléculas que han demostrado un papel
inmunomodulador y antimicrobiano en modelos in vitro, in vivo y en estudios clinicos,
sin embargo aun se desconoce si modulan la respuesta inflamatoria y antimicrobiana
en la placenta humana. En el presente trabajo utilizamos explantes placentarios del
tercer trimestre para evaluar el efecto modulador de la insulina y la metformina en el
perfil inflamatorio de la placenta humana frente a la infeccion bacteriana por E. coli y
la hiperglucemia. Los explantes placentarios se cultivaron con glucosa (10 y 50 mM),
insulina (500 nM) o metformina (500 uM) durante 48 h, luego se infectaron con E. coli
(1x10° UFC/mL) y finalmente se evalud la secreciéon de citocinas inflamatorias
mediante ELISA y la invasividad tisular bacteriana tras 4 y 8 h de infeccién a partir de
cortes histolégicos tefiidos con la tincion de Gram modificada por Brown-Brenn. Como
resultados observamos que la hiperglucemia favorece el crecimiento extracelular y la
invasividad de E. coli en la vellosidad placentaria. Asimismo, el tratamiento con
insulina o con metformina fortalecié la defensa innata placentaria a través de disminuir
el conteo de colonias de E. coli y limitar su adherencia e invasividad en la vellosidad.
El doble estimulo inflamatorio por la hiperglucemia y la infeccion de E. coli, disminuyo
la secrecion placentaria de IL-1p. Finalmente, el tratamiento con insulina y con
metformina no modifico el perfil inflamatorio asociado a la infeccion mas
hiperglucemia. En conjunto, nuestros resultados indican que el uso de insulina y
metformina disminuye los efectos inflamatorios y refuerzan la respuesta inmune de la
placenta humana, de manera que podrian mejorar los resultados adversos maternos

y fetales durante la DMG asociados con las infecciones del tracto urinario.
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1. INTRODUCCION

La diabetes mellitus gestacional (DMG) es un trastorno metabdlico comun en el
embarazo (1). Esta se define como una “intolerancia a la glucosa que resulta en
hiperglucemia de gravedad variable y que comienza y se reconoce por primera vez
durante el embarazo” (2). En el mundo, aproximadamente el 17% de los embarazos
presentan DMG segun los criterios de la Asociacion Internacional de Diabetes y
Grupos de Estudio del Embarazo; particularmente en México la prevalencia de DMG
informada por médicos del sistema de la Secretaria de Salud, IMSS e ISSSTE es del
23.7% (3).

Los principales eventos etiopatolégicos implicados en el desarrollo de la DMG son la
resistencia periférica a la insulina y la disfuncién de las células B del pancreas (4). La
resistencia a la insulina indica la resistencia que presentan las células de los tejidos
diana (como musculoesquelético y adiposo) a la accién de la insulina debido a
defectos en la expresion o sefializacion del receptor de insulina. Por otra parte, la
disfuncién de las células beta pancreaticas se refiere a la incapacidad de estas células
para proliferar durante el embarazo, tal como se describira con mayor detalle mas
adelante (5).

Ademas del descontrol en el metabolismo de la glucosa, la DMG provoca un
desequilibrio en cuanto a la expresiébn de marcadores inflamatorios (6). Diversos
estudios han demostrado el aumento de citocinas proinflamatorias en el suero de
mujeres con DMG, como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), interleucina 6 (IL)-
6, proteina C reactiva (CRP), interleucina 1 (IL-1pB) e interleucina 18 (IL-18) (7). En
un embarazo saludable se requiere que las respuestas inmunitarias se encuentren
reguladas, por lo que la respuesta inflamatoria exacerbada en la DMG puede alterar
las vias de desarrollo fetal y placentario, provocando defectos en el nacimiento y

complicaciones en el embarazo (8).

Asimismo, las infecciones del tracto urinario (ITU) se consideran las infecciones
bacterianas mas comunes en las mujeres y en el embarazo (aproximadamente 20%)
(9). Clinicamente, las ITU pueden presentarse como cistitis, pielonefritis o bacteriuria
asintomatica; ademas, se ha reportado que el principal patdégeno de las ITU es

Escherichia coli uropatégeno, puesto que es el responsable del 70-95% de las cistitis

1



y pielonefritis no complicadas (10). Cabe agregar que las mujeres con DMG tienen
una prevalencia significativamente mayor de vaginosis bacteriana en comparacion con
mujeres euglicémicas, y también tienen una alta incidencia de ITU, siendo E.coli el

principal patégeno asociado (11,12).

Durante el embarazo, la placenta actia como una barrera mecanica e inmunitaria
entre la madre y el feto para evitar infecciones. Desafortunadamente, algunos
patégenos invasores, como E. coli, pueden llegar a romper esta barrera y favorecer la

infeccion vertical del feto (13,14).

En cuanto al tratamiento farmacoldgico de la DMG, la insulina es considerada el
medicamento de primera linea para tratar la hiperglucemia debido a su eficacia y
seguridad (15,16). Por otra parte, la metformina es una biguanida oral considerada
como tratamiento alternativo para la DMG ya que ha demostrado un mejor control
glucémico postprandial junto con menos eventos hipoglucémicos y un menor aumento
de peso materno en comparaciéon con mujeres tratadas con insulina (17). El uso de
ambos farmacos en mujeres con DMG esta aprobado por multiples asociaciones en
Obstetricia y Diabetes (18,19).

Por ende, en el presente trabajo se desarrollé un modelo in vitro de hiperglucemia que
asemeja las condiciones de la DMG empleando explantes placentarios de tercer
trimestre. En esta tesis se evalud el efecto modulador de la insulina y la metformina
en el perfil inflamatorio de la placenta humana ante la infeccion bacteriana por E. coli.
Nuestra hipotesis es que la insulina y la metformina son capaces de disminuir la
respuesta inflamatoria placentaria tanto en un ambiente infeccioso como no
infeccioso. De igual manera, proponemos que estos farmacos reforzaran la respuesta
innata de la placenta ante la infeccion por E. coli. Por altimo, estos hallazgos resultan
relevantes considerando que la inflamacion y las ITU se relacionan de forma negativa
con el embarazo. Por lo tanto, el uso de estos hipoglucemiantes podria mejorar los

resultados adversos maternos y fetales durante la DMG.

Finalmente, cabe agregar que los resultados de esta tesis fueron presentados en
formato poster en el XXV Congreso Nacional de Inmunologia 2023, celebrado en la
ciudad de Querétaro, Querétaro (Ver anexos 1y 2). Asimismo, estos resultados, en



conjunto con los derivados de otras tesis de nuestro grupo de investigacion fueron
recientemente publicados en la revista International Journal of Molecular Sciences
(20).



2. MARCO TEORICO

2.1. Mecanismos de tolerancia inmunolégica durante el embarazo

El embarazo es una condicién imunoendocrina Unica, en la que se producen diversos
mediadores hormonales, anatémicos y metabodlicos que permiten el crecimiento,

desarrollo y supervivencia del feto (21).

La duracion del embarazo toma aproximadamente 266 dias, pero como este periodo
se mide a partir del primer dia del Gltimo periodo menstrual, su duracion es alrededor

de 280 dias, es decir entre 37 y 41 semanas (22).

El embarazo representa el encuentro inmunoldgico méas desafiante durante la vida de
una mujer (23). El feto, a pesar de tener una mezcla de antigenos paternos y
maternos, no es rechazado por el sistema inmunitario de la madre; lo que significa que
la madre tolera transitoriamente el “injerto” semialogénico (24). Por lo tanto, la
supresion de la respuesta materna a estos antigenos es fundamental para lograr un
embarazo exitoso (25). La interfase materno-fetal est4 conformada por la decidua que
deriva de la madre, y la placenta y las membranas corioamniéticas que derivan del
feto. Esta unidad participa activamente en los mecanismos inmunolégicos de
tolerancia y de proteccion fetal, con el fin de poder llevar a buen término el desarrollo
del embarazo. La mediacidon de estas respuestas inmunes esta ligada a la actividad
de multiples estirpes celulares, receptores, citocinas, quimiocinas y péptidos. A
continuacion, se describirA de manera general las interacciones inmunes que se

desarrollan en la unidad feto-placentaria.

La placenta es un 6rgano clave para este proceso, que se desarrolla durante el primer
trimestre del embarazo y da lugar al trofoblasto extravelloso invasivo (EVT) que
penetra la decidua, transforma las arterias espirales uterinas que se encargan de
proveer de sangre materna a la placenta y por ende al feto. Se piensa que existe una
interaccién benéfica entre el EVT y los leucocitos maternos (células asesinas
naturales deciduales [dNK] y los macréfagos), a través de las interacciones entre los
ligandos de clase | del antigeno leucocitario humano (HLA) y los receptores NK
(26,27).



El EVT expresa simultaneamente 3 antigenos de clase | del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) no clasico, los cuales son: HLA-E, HLA-F y HLA-G, cuya
presencia varia dependiendo de la etapa gestacional, ubicacion del tejido y el sexo
del feto. Ademas, el EVT expresa una molécula HLA de clase | clsica, la cual es HLA-
C (28). El papel de las moléculas HLA en el embarazo se lleva a cabo cuando el
trofoblasto interactda con las células dNK. Las interacciones entre HLA-C y el receptor
de inmunoglobulina asesina (KIR) estimula las células NK para que secreten las
quimiocinas GM-CSF e IL-8 y la proteina 10 inducible por interferén (IP-10), lo que
promueve la migracion del trofoblasto y contribuye a la remodelacion de las arterias
espiraladas. Por otra parte, HLA-G promueve la actividad de las células NK e inhibe
su citotoxicidad tras unirse a los receptores inhibidores como KIR2DL4, KIR2DL1,
KIR2DL2 /L3 e ILT-2 (26), mientras que tanto HLA-E como HLA-F se unen a los
receptores inhibidores de dNK KIR2DL2/3, KIR3DL1/2, ILT-2 e IL-4 (26,29,30).

Otro mecanismo de tolerancia fetal se encuentra dado por la interaccion entre células
del sistema inmune materno y las células de la unidad feto-placentaria (Figura 1). Esta
interaccion se desarrolla de forma primordial en el lecho decidual materno, que es sitio
de reclutamiento de leucocitos y linfocitos maternos. Las células inmunitarias que
provienen de la madre y que anidan en la decidua son las dNK, los linfoides innatos
deciduales no NK (dILC), macréfagos y monocitos maternos asociados a la placenta
(PAMM) y células dendriticas deciduales (dDC) (31). Todas estas células deben
experimentar multiples cambios en la expresion de marcadores y receptores para

conferir su fenotipo decidual.

Finalmente, las células de Hofbauer son los Unicos macrofagos de origen fetal que se
encuentran inmersos en las vellosidades placentarias y presentan un perfil

antiinflamatorio (M2) y participan activamente en la angiogénesis vellosa (32,33).
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Figura 1. Anatomia de la la interfase materno-fetal.

PAMM, macrofagos y monocitos maternos asociados a la placenta; dDC, células dendriticas
deciduales; dNK, células asesinas naturales deciduales; dILC, células linfoides innatos
deciduales no NK (dILC). Modificado de Semmes (31).

2.2. La placenta

Uno de los tejidos de la interfase materno-fetal que es central para el crecimiento del
feto es la placenta. La placenta es el érgano extraembrionario mas grande y es el
primero en desarrollarse (34). Se trata de un drgano temporal con el mismo genotipo
que el feto y tiene multiples funciones endocrinas, inmunitarias y metabolicas (35). El
desarrollo embrionario de la placenta humana comprende seis etapas: 1) adhesion, 2)
prelagunar, 3) lagunar, 4) vellosidades primarias, 5) vellosidades secundarias y 6)

vellosidades terciarias.

El desarrollo de la placenta inicia a los 5 dias post-fecundacién (dpf), a partir de la
capa trofoectodérmica del blastocisto (34). La zona del trofoectodermo (TE) que es
adyacente a la masa celular interna (trofoectodermo polar) se adhiere al epitelio
luminal uterino (endometrio) aproximadamente a los 6-7 dpf (Figura 2a).

Posteriormente, durante la etapa prelagunar, el TE se internaliza en el estroma



endometrial materno, se fusiona y origina el tejido sincitial primario (36) (Figura 2b).
Cabe sefialar que la penetracion del TE en el endometrio permitira distintos cambios
hormonales que derivaran en la transformacion del endometrio en la decidua materna
(37).

En la etapa lagunar aparecen espacios denominados “lagunas” dentro del
sincitiotrofoblasto que dividen entre una serie de trabéculas (Figura 2c). Las lagunas
en crecimiento (precursoras del espacio intervelloso) reciben secreciones glandulares
de la decidua que permiten la nutricion histiotréfica durante las primeras semanas de
gestacion (34,37).

Durante la etapa vellosa primaria, las células del citotrofoblasto proliferan y penetran
por completo entre las trabéculas. Esto originara las vellosidades primarias (Figura
2d). Posteriormente, a los 17-18 dpf comienza la formacién de las vellosidades
secundarias. En este tiempo, el mesodermo extraembrionario (que se diferenciara en
células mesenquimales de tipo estromales y fibroblasticas) penetra el nacleo de
citotrofoblastos sin llegar a tocar la capa de sincitiotrofoblastos (Figura 2e). Asimismo,
en algunas vellosidades, los citotrofoblastos hacen contacto directo con la decidua
para formar columnas citotrofoblasticas que funcionaran como vellosidades de anclaje
(37,38).

Finalmente, después de 18 dpf, las vellosidades terciarias se forman cuando la red de
capilares fetales se infiltra dentro del nicleo del mesodermo extraembrionario (Figura
2f). En esta etapa es activa la ramificacion de las vellosidades, permitiendo generar
vellosidades maduras y muy vascularizadas (36,37). A partir de ese momento y hasta
las 7 — 8 semanas de gestacién, se establece un activo proceso de migracion y

diferenciacion de células citotrofoblasticas extravellosas.



Figura 2. Desarrollo embrionario de la placenta. a) Adhesién del blastocisto con el epitelio
luminal uterino. te, trofoectodermo; icm, masa celular interna. b) Etapa prelagunar. cyt,
citotrofoblasto; syn, sincitiotrofoblasto; ue, epitelio uterino; eg, gldndula endometrial c) Etapa
lagunar. ys, vitelino primario (saco de yolk); t, trabécula; I, laguna. d) Vellosidad primaria. eem,
mesodemo extraembrionario e) Vellosidad secundaria. et, trofoblasto endovascular; cs, capa
citrofoblastica; d, decidua. f) Vellosidad terciaria. fc, capilar fetal; evt, trofoblasto extravelloso.
Modificado de Burton (37).

La placenta presenta su fenotipo maduro y totalmente diferenciado después de las 8
semanas de gestacion; por lo que a partir de este momento y hasta el término del
embarazo, las estirpes celulares de la placenta contintan proliferando y fusionandose

para permitir la ganancia de tamafio y peso de este 6rgano (39).



Las principales funciones de la placenta son realizadas por las vellosidades terciarias
placentarias, también conocidas como arboles vellosos. Las vellosidades estan
delimitadas por una capa externa de sincitiotrofoblastos multinucleados que estan en
contacto directo con la sangre materna y representan el sitio donde ocurre el
intercambio de gases y nutrientes entre la madre y el feto. Debajo del
sincitiotrofoblasto se encuentran varias capas de citotrofoblastos vellosos
mononucleares; se le considera una capa germinativa ya que es mitotica y expresa
marcadores proliferativos. Cabe sefalar que el sincitiotrofoblasto se origina de la
fusion de los citotrofoblastos, generando un recambio continuo hasta el final del
embarazo. Ademas, los arboles vellosos también presentan otras estirpes celulares
como las células endoteliales de los capilares fetales, fibroblastos de la mesénquima

vellosa y células que regulan la arborizacién como Hofbauers (40).

2.2.1. Actividad inmune innata de la placenta

Todos los subtipos de trofoblasto son capaces de detectar patégenos y de responder
a ellos mediante la expresion de receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) y
los receptores tipo NOD (NLRs) (41,42). Particularmente los receptores tipo Toll
(TLRs), son un grupo de PRRs que forman parte del sistema innato de la placenta
(43). El trofoblasto placentario expresa los diez tipos diferentes de TLRs (TLR1 — TLR-
10) con un perfil temporo-especifico para poder sensar la presencia de patdégenos
(44).

La activacion de estos receptores por patrones moleculares asociados a patégenos
(PAMPs) o patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs), conduce a vias
inflamatorias como la del factor de transcripcion nuclear kappa B (NFkB) que
finalmente favorecen la produccion de citocinas inflamatorias y quimiocinas. Entre las
citocinas inflamatorias reguladas por la via de NFkB y que resultan de central
importancia para el control del ambiente inflamatorio en la interfase materno-fetal se
encuentran el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), la interleucina (IL)- 1B y la IL-6
(45).



Las citocinas son pequefas proteinas o glucoproteinas que son liberadas por diversas
estirpes celulares y actuan fundamentalmente en la regulacion de la respuesta

inmunitaria e inflamatoria (46).

La respuesta inflamatoria esta controlada por citocinas que inducen una respuesta de
fase aguda con la finalidad de proteger al huésped frente a una lesion o infeccion. Esta
respuesta comienza con la liberacion de citocinas proinflamatorias como TNF-a, IL-6
y la IL-1B, entre otras. Su papel principal es notificar a los tejidos circundantes de la
aparicion de una infeccion o lesion. Ademas, pueden ingresar a la circulacion
sistémica, activar a las células inmunitarias y desencadenar alteraciones fisiologicas

del huésped como fiebre y la reaccion de fase aguda (47).

Ademas, la activacion de TLRs también favorece la sintesis de péptidos
antimicrobianos. Se ha caracterizado que las células trofoblasticas de la placenta, las
células del estroma decidual y las membranas fetales producen los siguientes
péptidos antimicrobianos: B-defensina humana (HBD)-1, HBD-2, HBD-3 y HBD-4,
S100A9, catelicidina humana (hCTD), alfa defensinas o péptidos de neutréfilos
humanos 1-4 (HNP 1-4), entre otros (32). Estos péptidos presentan un amplio
espectro de actividad antimicrobiana, y participan en la lisis de bacterias, hongos e
incluso virus (48).

Por lo tanto, la placenta posee una importante actividad inmunomoduladora que es

indispensable para mantener el estado de tolerancia y de proteccion fetal.

2.3. Diabetes mellitus gestacional

La diabetes mellitus gestacional (DMG) es una de las enfermedades metabdlicas mas
comunes en el embarazo (1). Esta se define como “intolerancia a la glucosa que
resulta en una hiperglucemia de gravedad variable que comienza y se reconoce por

primera vez durante el embarazo” (2).

La DMG se caracteriza por un diverso grupo de afectaciones sistémicas, entre las que
se encuentran la intolerancia a los carbohidratos, hiperglucemia, resistencia a la
insulina, secrecion o actividad insuficiente de la insulina, disfuncion endotelial e

inflamacion de bajo grado durante el embarazo (49).
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Multiples evidencias clinicas y epidemiolégicas han demostrado que la patologia de
DMG produce distintos resultados adversos a corto y largo plazo tanto para la madre
como para el bebé (18,50-52). Por una parte, la madre tiene mayor riesgo a corto
plazo de desarrollar hipertension gestacional, preeclampsia y finalizar su embarazo
por operacion ceséarea; a largo plazo existe una alta probabilidad de recurrencia de la
DMG en un embarazo posterior (aproximadamente 48%) asi como un mayor riesgo
de que la madre desarrolle diabetes tipo 2 en una edad posterior. De hecho, el 50%
de las mujeres con DMG desarrollaran diabetes tipo 2 en un plazo de 5 a 10 afios, lo

gue indica un riesgo 7 veces mayor que el de las mujeres normoevolutivas (53).

En el caso del bebé, a corto plazo hay riesgo de macrosomia (peso excesivo al nacer
generalmente definido como mayor de 4 kg), o que a su vez se asocia con mayor
riesgo de distocia de hombros y traumatismo al nacimiento; mientras que, a futuro, los
bebés de mujeres con DMG presentan mayor riesgo de desarrollar eventos cronico-
metabdlicos en su juventud y en la vida adulta como obesidad, sindrome metabdlico,
resistencia a la insulina, intolerancia a la glucosa, diabetes y enfermedades
cardiovasculares (53,54). Ademas, la DMG puede conducir a hipoglucemia neonatal
en el periodo del posparto inmediato debido a que el recién nacido todavia se

encuentra en estado de hiperinsulinemia (55).

En el algoritmo clinico de identificacion de poblacion en alto riesgo de desarrollar
DMG, se toman en consideracion los siguientes criterios: indice de masa corporal >
25 kg/m? en adicion a uno o mas de los siguientes factores de riesgo: inactividad fisica,
familiar de primer grado con diabetes, embarazo previo con peso neonatal de 4000 g
0 mas, antecedente de sindrome de ovario poliquistico, DMG o hipertensién (140/90
mm Hg o tratamiento para la hipertensién), lipoproteinas de alta densidad < 35 mg/dL
y triglicéridos > 250 mg/dL (56).

La deteccion de la DMG se realiza comunmente entre la semana 24 y 28 del
embarazo. Para su diagnostico, se recomienda emplear la curva de tolerancia oral a
la glucosa (CTOG). En esta prueba se le pide a la paciente tomar un bolo de 75 g de
glucosa diluidos en agua y se toma la medicién de glucosa sérica al inicio de la prueba
(en ayuno), y a la hora y dos horas post-prandio. Los resultados normales para una
mujer embarazada deben ser ayuno <95 mg/dL, 1 h <180 mg/dL y 2 h <153 mg/dL.
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En el caso de que alguno de los resultados se encuentre por arriba de los valores, se

procede a hacer el diagnostico de DMG (57).

De forma adicional, también existe la prueba postcarga en dos pasos, en donde se
emplea una CTOG con 50 g de glucosa (sin ayuno previo). Si la glucemia una hora
postcarga es 2140 mg/dL se debe realizar una segunda CTOG (otro dia y con ayuno
previo) con carga de 100 g y se debe interpretar segun los criterios de Carnter/Coustan
0 los criterios propuestos por el Grupo Nacional de Datos en Diabetes. Por ende, los
resultados segun los criterios Carpenter/Coustan: ayuno < 95 mg/dL, 1 h <180 mg/dL,
2 h <155 mg/dL y 3 h <140 mg/dL (58). Por lo tanto, la deteccién temprana de la DMG,
asi como su adecuado tratamiento y monitoreo puede ayudar a reducir la morbilidad
materno-fetal asociada a esta enfermedad.

2.3.1. Prevalencia de la DMG

La prevalencia de la diabetes pregestacional y DMG se ha incrementado en los ultimos
afos (59). En todo el mundo, afecta a alrededor del 17% de los embarazos segun los
criterios de la Asociacion Internacional de Grupos de Estudio en Diabetes y Embarazo
(AIDPSG), pero su incidencia puede variar segun los factores de riesgo maternos (60).
Particularmente en México, se estima que la prevalencia nacional de DMG varia entre
10.3 y 30.1%, segun criterios de la Asociacion Americana de Diabetes (ADA) vy la
AIDPSG (61). En el 2018, a partir de datos proporcionados por la Secretaria de Salud
(SSA), el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) y el Instituto de Seguridad y
Servicios Sociales para los Trabajadores del Estado (ISSSTE), se reportd que la
proporcion de DMG en México es del 23.7% (62). Por su parte, el Instituto Nacional
de Perinatologia en el afio 2021 reportd 10.9% de diabetes mellitus durante el
embarazo (preexistente y la gestacional) (63). Por lo tanto, la incidencia exacta de
DMG en nuestro pais es desconocida ya que los porcentajes reportados en la literatura
son variables y dependen en gran medida de las caracteristicas de la poblacion
estudiada y de los criterios que son utilizados para el diagndéstico (64). Sin embargo,
una conclusion clara es que esta cifra podria incrementarse a futuro debido al aumento

en el sobrepeso y la obesidad en mujeres mexicanas de edad fértil (65).
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Ademas, esta patologia se asocia con un alto costo clinico debido a las
complicaciones y eventos adversos para la madre y el bebé. Si bien no se tiene un
estimado del costo por DMG en México, se piensa que puede oscilar entre los 125 mil
y 250 mil millones de pesos al afio (principalmente por gastos asociados a infecciones
y a partos prematuros, asi como el control de la hipoglucemia neonatal) (66).

2.3.2. Fisiopatologia de la DMG

En condiciones optimas, el cuerpo de una mujer embarazada presenta una serie de
cambios metabdlicos para permitir la embriogénesis, el crecimiento del feto, la
maduracion y la supervivencia del mismo (67). Una adaptacion metabdlica importante
es la sensibilidad a la insulina que a lo largo del embarazo puede cambiar segun los
requerimientos que éste demande. Durante el primer trimestre, se incrementa la
sensibilidad materna a la insulina, promoviendo la captacion de glucosa en el tejido
adiposo con el fin de aumentar las reservas energéticas y satisfacer las demandas

materno-fetales que se lleguen a presentar en los siguientes trimestres (68,69).

Posteriormente, a partir del segundo trimestre del embarazo se reduce
aproximadamente a la mitad la sensibilidad a la insulina por parte de los tejidos
insulino-dependientes, como el muasculo y el tejido adiposo (67). Este aumento
transitorio en la resistencia a la insulina tiene el objetivo de favorecer el transporte de
glucosa de la madre hacia el feto. Como mecanismo compensatorio, la madre
incrementa a mas del doble su produccion pancreética de insulina con el fin de
mantener la euglucemia (70). Para ello, la prolactina participa activamente para inducir
el aumento de la masa y nimero de las células beta pancreaticas, asi como estimular

su capacidad de secrecion de insulina (69).

Ademas de estos cambios hormono-metabdlicos, durante la segunda mitad del
embarazo la madre genera un ambiente predominantemente catabdlico caracterizado
por aumento en la glucogendlisis (degradacion del glucogeno para aumentar la
concentracion de glucosa periférica), gluconeogénesis (sintesis de glucosa a partir de
sustratos no glucidicos), y lipdlisis (ruptura de triglicéridos que aumenta la
concentracion de acidos grasos en sangre); todos estos cambios favorecen, de
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manera fisioldgica, el aumento de glucosa en sangre y de acidos grasos libres que

seran usados como sustrato energético para el feto en crecimiento (68).

Las evidencias clinicas y experimentales apuntan a que el aumento de hormonas
periféricas y placentarias asociadas a la gestacion como el estradiol, la progesterona,
la leptina, el cortisol, el lactdgeno placentario y las hormonas del crecimiento
placentario, promueven el estado de resistencia materna a la insulina que se presenta

después del segundo trimestre de gestacion (68).

En el caso de la DMG, la exposicion a los factores de riesgo como la obesidad
pregestacional o la ganancia acelerada de peso durante la gestacion genera diversas
alteraciones metabdlicas incompatibles con la euglucemia. Como se describio
previamente, la prolactina es uno de los principales detonadores para favorecer la
hipertrofia e hiperplasia beta pancreética en el segundo trimestre de gestaciéon. Sin
embargo, se ha propuesto que, a consecuencia de la obesidad y el aumento de 4cidos
grasos libres, se establece un entorno lipotéxico que bloquea las cascadas de
sefalizacion que culminarian en la proliferacién beta pancreatica para contrarrestar la

resistencia periférica a la insulina.

De esta forma, en el cuadro clinico inicial, las pacientes con estas caracteristicas no
son capaces de secretar la insulina necesaria para disminuir las cifras de glucosa en
sangre. Como resultado, poco a poco se incrementa la glucemia hasta establecer el

cuadro hiperglucémico caracteristico de esta enfermedad (68,69).

2.3.3. Metainflamacién asociada a la hiperglucemia

La DMG se asocia con un estado de inflamacion crénica de bajo grado denominada
“‘metainflamacion”. A diferencia de una inflamaciéon aguda que se caracteriza por
vasodilatacién e infiltracién de células inmunitarias frente a una lesion o infeccion, la
metainflamacion se caracteriza por ser inducida metabdlicamente debido al consumo
excesivo de nutrientes. Se trata de una respuesta modesta de bajo grado,
caracterizada por el aumento de citocinas proinflamatorias e infiltracion tisular de

macréfagos en ausencia de dafo tisular (32,71).
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Las citocinas proinflamatorias que se han encontrado aumentadas en el suero de
mujeres con DMG en diversos estudios son TNF-a, IL-6, proteina C reactiva (CRP),
IL-18 e IL-18 (7). Ademas, se ha observado una disminucion de las moléculas

antiinflamatorias como IL-4, IL-10 y adiponectina (70).

Por otra parte, estudios recientes sugieren que los productos finales de glicosilacién
avanzada (AGE) son los responsables del aumento de citocinas inflamatorias (72).
Pues bien, la union de AGE con su receptor (RAGE) que pertenece a la familia de las
inmunoglobulinas (Ig), activan una serie de vias de sefalizacion rio abajo que
promueve el estrés oxidativo, produccion de citocinas proinflamatorias y disfuncion
endotelial (73,74). Las principales vias de sefializacion dependientes de RAGE son:
JAK2-STAT1, PI3K-Akt, MAPK-Erk y NADPH oxidasa—ROS, las cuales

generalmente convergen en la activacion del factor nuclear kappa B (NF-kB) (73,75).

Finalmente, las mujeres con DMG presentan niveles mas elevados de AGE durante
el tercer trimestre del embarazo en comparacion con mujeres embarazadas sin DMG,
lo cual sugiere que la formaciéon de AGE se incrementa en presencia de hiperglucemia
(76-78).

2.3.4. Tratamiento farmacoldgico de la DMG

De acuerdo con su tratamiento clinico, la DMG se clasifica en dos subgrupos: a) Al,
la DMG que se controla adecuadamente sin medicacion y que a menudo se controla
por dieta o ejercicio; y b) A2, la DMG que requiere medicacion para lograr la euglicemia
(18).

Una vez que se ha establecido el diagnéstico de la DMG el siguiente objetivo es
controlar la hiperglucemia en el embarazo y asi prevenir los resultados adversos en la
madre y el feto. Para ello, se deben considerar dos estrategias para su tratamiento:

modificaciones del estilo de vida y la terapia farmacoldgica.

En cuanto a la terapia farmacoldgica, la insulina se ha considerado como el estandar
de oro en caso de que la terapia nutricional no logre alcanzar los niveles

normoglucémicos esperados (79,80). Sin embargo, desde hace poco mas de una
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década se ha empezado a aceptar el uso de la metformina, como segunda linea de

accion.

2.3.4.1. Insulina
La insulina es una hormona polipeptidica compuesta por 51 aminoacidos, con un peso
molecular de 5.8 kDa sintetizada y liberada por las células beta de los islotes de

Langerhans del pancreas (81).

Las acciones de la insulina son anabolicas y es responsable de mantener la
homeostasis del metabolismo de la glucosa (82). Principalmente la insulina promueve
la entrada de glucosa a los tejidos insulinodependientes como el masculo esquelético
y el tejido adiposo. (45). Ademas, en el higado, la insulina disminuye la
gluconeogénesis e incrementa la sintesis de glucégeno (glucégeno-génesis). Por otra

parte, la insulina estimula la lipogénesis y la sintesis de proteinas (82).

La accion de la insulina se genera por la activacion de los receptores de insulina (IR)
situados en la membrana celular (81). El IR es una proteina heterotetramérica de la
familia de receptores tirosina cinasa (83). Se encuentra organizado por dos
subunidades alfa extracelulares y dos subunidades beta que atraviesan la membrana
(84).

El IR se presenta en dos isoformas: IR-A que carece de 36 aminoacidos codificados
por el exdn 11 e IR-B que cuenta con los 36 aminoacidos en el carboxi-terminal de la
subunidad alfa (85). Existen dos vias de sefializacion que se activan a partir de la
unién de la insulina a las subunidades alfa, dependiendo del receptor; por una parte,
el IR-A (Figura 3) conduce al crecimiento y proliferacion celular mediante la activacion
de la cascada de proteina cinasa activada por mitdgeno Ras-Raf (MAPK) y por otra
parte, el IR-B (Figura 4) genera efectos metabolicos a partir de la activacion de la via
fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K) y proteina cinasa B (Akt) (85,86).

La placenta humana expresa ambos receptores, aunque el IR-A se expresa en mayor
concentracion que el IR-B (87). Durante el inicio de la gestacion, el IR se expresa
preferencialmente en el sincitiotrofoblasto, mientras que hacia el término la expresion
ocurre principalmente en el endotelio placentario (88-91). Los citotrofoblastos y las

células de Hofbauer también expresan al IR, aunque en menor concentracion (92).
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Por lo tanto, la placenta es sensible a los efectos biolégicos de la insulina, mediado

por la interaccion con sus receptores.
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Figura 3. Via de proteina cinasa activada por mitdgenos Ras-Raf (MAPK). Cuando la
insulina se une al receptor IR-A, éste se transfosforila en sus residuos de tirosina, y procede
a reclutar proteinas adaptadoras que poseen dominio SH2. Esta via inicia con la proteina Shc
que se asocia al IR-A, se fosforila y es reconocido por Grb2. Posteriormente SOS y RAS
forman un complejo intercambiador de nucledtidos de guanina. De esta forma, el complejo
inicia la consecuente cascada de fosforilaciones de Raf, MEK y ERK. Finalmente, ERK tiene
como blanco a p90RSK que promueve la sintesis de factores de transcripcion como EIk-1,
gue aumenta la proliferacion celular. Adicionalmente, la via de las MAPK tiene una ruta alterna
de activacion que es independiente de Shc, en donde el complejo Grb2/SOS se asocia con
IRS, lo que conlleva a que SOS pueda activar a Ras y continte con la via como se describi6
previamente. IRS: Sustrato del receptor de la insulina. Grb2: Proteina 2 unida al receptor del
factor de crecimiento. SOS: Factor intercambiador de nucleétidos de guanina. RAS: Proteina
GTPasa asociada a la membrana. Shc: Proteina adaptadora SHC. Raf: Proteina cinasa de
serina/treonina. MEK: La proteina cinasa activada por mitbgenos (MAPK). ERK: Cinasas
reguladas por sefales extracelulares. Elk-1: Factor de transcripcion Elk 1. c-fos: Protooncogen
Fos, subunidad del factor de transcripcion AP-1. Realizado por Villafuerte-Pérez A en el
programa Biorender y Modificado de Sandoval (93).
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Figura 4. Via de sefializacion de la fosfatidil-inositol 3-cinasa (PI3K) y proteina cinasa B
(Akt). Después de la union de la insulina con el receptor IR-B, éste se transfosforila y recluta
a IRS. La fosforilacion de IRS promueve la fosforilacion de la subunidad reguladora (p85) de
PI3K, lo que a su vez promueve la actividad de la subunidad catalitica (p110) para generar
PIP3 a partir de la fosforilacion de PIP2. Posteriormente se recluta PDK1 y Akt en la membrana
celular. Enseguida, Akt se activa tras su fosforilacion por PKD1 o PDK2 (mTORC?2).
Finalmente, cuando Akt esta activada, fosforila a mMTORC1 y promueve la sintesis de
proteinas, o bien inhibe a AS160, GSK3, FoxO y la caspasa 9 para mediar la translocacion de
GLUT-4, la sintesis de glucdgeno y la supervivencia celular. IRS: Sustrato del receptor de la
insulina. PI3K: Fosfoinositol 3-cinasa. PIP3: Fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato. PDK2: Piruvato
deshidrogenasa cinasa 2. Akt: Proteina cinasa B. PDK1: Piruvato deshidrogenasa cinasa 1.
MTORC1: Complejo sensible a rampamicina. AS160: Sustrato Akt de 160 kDa. GSK3:
Glucdégeno sintasa cinasa-3. FOXO: Factor de transcripcion Forkhead Box O. Glut4:
Transportador de glucosa tipo 4. Realizado por Villafuerte-Pérez A en el programa Biorender
y modificado de Sandoval (93).
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2.3.4.2. Metformina

La metformina es una biguanida sintética y es empleada como un medicamento
antidiabético oral. Desde hace una década, este medicamento se ha incorporado
como terapia de segunda linea en las pacientes con DMG. Presenta la desventaja de
que puede atravesar la placenta y llegar a la circulacion fetal manteniendo niveles
parecidos a los de la madre. Sin embargo, hasta el momento no se ha informado de
algun resultado adverso por su uso ni en la madre ni en el feto (94,95). Tampoco se
han descrito eventos adversos en hijos de madres tratadas con metformina durante
su embarazo hasta los 2 afilos de seguimiento postnatal (96—98). Incluso, se ha
reportado que las pacientes tratadas con metformina presentan mejor control
glucémico postprandial que aquellas tratadas con insulina (99). Asimismo, la
metformina ha sido atil para la prevencion de macrosomia, hipoglucemia neonatal
grave, preeclampsia, hipertensién gestacional o ganancia excesiva de peso durante

el embarazo (80).

Por lo tanto, la metformina se considera actualmente como un medicamento
hipoglucemiante seguro y sin efectos teratogénicos; no obstante, los efectos a largo
plazo por su administracién durante la vida intrauterina requieren de mayor evidencia
(94).

A pesar de que su mecanismo de accion no se ha descrito completamente, varios
estudios indican que la metformina actia principalmente en el higado materno
(100,101), donde es captada por medio de los transportadores de cationes organicos
1, 2y 3 (0CT1/2/3) (102). En el caso de OCT3, éste se encuentra en varios tejidos,
incluida la placenta, especificamente en la placa basal y en los capilares fetales (103).
Ensayos moleculares indican que la placenta humana expresa preferencialmente el
OCT1 en el primer trimestre, posteriormente su expresion decae, y se induce la del
OCT3 hacia el tercer trimestre de gestacion (104—106). La placenta también expresa
a OCT1 y OCT2, aunque en mucho menor concentracion que OCT3 (107). Por lo

tanto, la metformina es capaz de ejercer acciones biologicas en la placenta humana.

Dentro de su célula diana, la metformina inhibe la gluconeogénesis, aumenta la

sensibilidad a la insulina y mejora la captacion periférica de la glucosa
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(18,94,108,109). En la Figura 5a-d se describen las vias de sefalizacion de la

metformina.
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Figura 5. Mecanismo de accion de la metformina.

A) La metformina ingresa a las células de la placenta (trofoblastos) preferencialmente por
medio del OCT3, inhibe el complejo mitocondrial I, suprime la sintesis de ATP y provoca una
acumulacién de AMP, por lo que se incrementa la relacion AMP:ATP. Por consiguiente, se
activa la proteina cinasa activada por AMP (AMPK) debido a la fosforilacion por LKB1. AMPK
se encarga de sensar los niveles de energia en las células, enfatizando en las vias catabdlicas
para producir mas ATP e inhibiendo aquellas vias anabdlicas como por ejemplo la
gluconeogénesis, ya que inhibe la transcripciéon de genes gluconeogénicos (como Pckl y
G6pc ) por medio de la fosforilacion y el secuentro del cofactor transcripcional CRTC2. B) La
gluconeogénesis es una via muy demandante de energia, por ende, la reduccién de ATP es
un indicador para disminuir la producciéon de glucosa. El aumento de AMP y la reduccion de
ATP inhibe alostéricamente a la enzima fructosa-1,6-bifosfatasa (FBP1), con lo que se limita
la sintesis de glucosa. C) Los niveles elevados de AMP inhiben la actividad de la adenilato
ciclasa y con ello la sintesis de AMP ciclico. La reduccion de AMPc, impide la actividad de la
proteina cinasa A (PKA) y sus siguientes vias de sefializacion. D) La activacion de AMPK
favorece la sensibilidad a la insulina. Por una parte, inhibe la lipogénesis mediante la
fosforilacion e inhibicion de la acetil-Coenzima A carboxilasa (ACC), lo que disminuye la
sintesis de malonil-CoA y la activacién de la carnitina palmitoiltransferasa 1 (CPT1). Ademas,
promueve la oxidacion de acidos grasos a través del aumento en la importacion de acetil-CoA
hacia el interior de la mitocondria. OCT1: Transportador de cationes organico humano 1.
NADH: Nicotinamida adenina dinucleétida. ATP: Adenosin trifosfato. AMP: Adenosin
monofosfato. LKB1: Serina/treonina cinasa 11. AMPK: Proteina cinasa activada por AMP.
CRTC2: Coactivador de transcripcion regulado por CREB 2. CREB: Proteina de unién a
elementos sensible a AMP ciclico. Pckl: Fosfoenolpiruvato carboxicinasa 1. G6pc: Glucosa-
6-fosfatasa. GLUT2: Transportador de glucosa 2. FBP1: Fructosa-1,6-bifosfatasa. GTP:
Guanosin trifosfato. cAMP: Adenosina-monofosfato ciclico. FBPase: Fructosa-bisfosfatasa.
IP3-R: Receptor inositol 1,4,5-trifosfato. CREB1: Proteina 1 de union al elemento sensible al
AMPc. Ca*? lon calcio en su forma divalente. ACC: Acetil-CoA carboxilasa. CPT1: Carnitina
palmitonil transferasa 1. Realizado por Villafuerte-Pérez A en el programa Biorender y
Modificado de Foretz (110).
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2.4. Infecciones genitourinarias en el embarazo complicado con diabetes
mellitus gestacional

Las ITU se consideran las infecciones bacterianas mas comunes en las mujeres,
representando el 20% de las complicaciones durante el embarazo (111). En cuanto a
la prevalencia de las ITU en mujeres con DMG, recientemente se reportd en un
etanalisis que las mujeres embarazadas con DMG presentan alrededor de un 20%
mas de riesgo de desarrollar ITU [OR combinado de 1.2 (IC del 95 %: 1.1 a 1.3)] (112).
Ademas, las ITU se han asociado significativamente con un mal control de la glucemia
(113,114).

Durante el embarazo, las ITU representan un peligro para el feto y la madre (115). Se
ha descrito una asociacion positiva entre las ITU y el desarrollo de parto prematuro,
preeclampsia, pielonefritis, infeccion urinaria recurrente, amnionitis, ruptura prematura
de las membranas fetales, bajo peso al nacer, infeccidbn neonatal e ingreso en la

unidad de cuidados intensivos neonatales (116—118).

En condiciones normales, la orina no provee de un ambiente Optimo para el
crecimiento de bacterias, esto debido a su pH &cido, alta osmolaridad y su contenido
de urea; sin embargo, durante el embarazo, el tracto urinario de la mujer experimenta
ciertos cambios fisiol6gicos y anatémicos lo cual incrementa la posibilidad de ITU

facilitando el crecimiento bacteriano en la orina (119).

Los rifiones aumentan 1 cm de longitud, por ende, la tasa de filtracion glomerular se
incrementa entre un 30 a 50%, aumentan los niveles de glucosuria y el pH urinario se
vuelve alcalino. Ademas, la pelvis renal y los uréteres se comienzan a dilatar desde
las 7 semanas de gestacion (9). Sin embargo, debido a la presién del Utero gravido
sobre los uréteres se ocasiona estasis del flujo de orina. La progesterona, por otro
lado, relaja los musculos lisos del tracto urinario ocasionando una disminuciéon del

peristaltismo del uréter, la relajacién de la vejiga y la retencion de orina (120).

Es importante mencionar que la microbiota vaginal es un factor importante para
prevenir la vaginosis bacteriana, la candidiasis vaginal, asi como otras infecciones
bacterianas. Sin embargo, cuando ocurre una disbiosis vaginal se llegan a presentar

resultados adversos durante el embarazo, como riesgo de abortos espontaneos,
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ruptura prematura de membranas, parto prematuro y corioamnionitis (121). Rafat
menciona que el 62.7% de las mujeres embarazadas con hiperglucemia presentaban
disbiosis vaginal a diferencia del 26.3% de mujeres normoglucémicas (122). Ademas,
se ha reportado una prevalencia significativamente mayor de vaginosis bacteriana en

mujeres con DMG en el tercer trimestre del embarazo (122-124).

2.4.1. Infecciones por Escherichia coli

Escherichia coli es una bacteria Gram negativa perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae (125) y habita preferencialmente el tracto gastrointestinal de los
mamiferos. Sin embargo, por el hecho de adquirir elementos génicos mediante
transferencia horizontal ha dado origen a cepas patdégenas que se dividen en E. coli
patogena intestinal (IPEC) y E. coli patdgena extraintestinal (EXPEC). En este ultimo
grupo se encuentran las cepas uropatégenas (UPEC), las cuales son responsables
de las infecciones urogenitales (126).

Clinicamente, durante el embarazo las ITU pueden presentarse como cistitis,
pielonefritis 0 bacteriuria asintomatica y se ha reportado que el principal patdégeno
urinario de las ITU es Escherichia coli uropatégeno, puesto que es el responsable de

70-95% de cistitis y pielonefritis no complicadas (12).

Se ha descrito que las cepas EXPEC que incluyen las causantes de sepsis y de
infecciones urinarias, derivan en primer lugar del filogrupo B2 y en segundo lugar del
grupo D. Particularmente el filogrupo B2 se caracteriza por varias determinantes de
virulencia, promoviendo adherencia, adquisicion de hierro, evasion de los mecanismos
de defensa del hospedero e invasion celular, facilitando el crecimiento bacteriano
(127).

Particularmente  UPEC codifica diversos factores de virulencia permitiendo la
colonizacion del tracto urinario. Estos factores se dividen en dos grupos: los situados

en la superficie celular y los que son secretados, como se muestra en la Figura 6.
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Figura 6. Principales factores de virulencia de Escherichia coli uropatégena. Escherichia
coli interactia con sus células diana a través de: 1) factores de virulencia situados en la
superficie celular (que ayudan a la colonizacién bacteriana), 2) factores que son secretados y
producen un dafio celular, y 3) factores que evaden la respuesta inmune innata. Realizado
por Villafuerte-Pérez A en el programa Biorender y Modificado de Brumbaugh (128).

Por una parte, dentro de los factores de virulencia de la superficie celular se
encuentran organulos adhesivos como las fimbrias tipo 1, fimbrias P, fimbrias S y
fimbrias F1C que ayudan a la unién entre la bacteria y los tejidos del huésped (129-
132); ademas, estas adhesinas también participan en la formacion de biofilms (133).
Asimismo, UPEC expresa la adhesina fimbrial Dr y afimbrial Afa (130,134). Otros
factores de virulencia situados en la superficie bacteriana son: 1) La capsula, que
protege a la bacteria del engullimiento fagocitico, 2) El lipopolisacarido (LPS),
componente encargado de estimular la respuesta inmunitaria tras ser reconocido por

el TLR4 y 3) El flagelo que es responsable de la motilidad de la bacteria (130,135).

Por otra parte, dentro de los factores de virulencia secretados se encuentran la
lipoproteina a-hemolisina (HIyA), el factor necrosante citotoxico (CNF1) y la toxina
autotransportadora secretada (SAT) (129,130,133,136). Cabe sefalar que el
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lipopolisacéarido (LPS) de las bacterias Gram negativas, como E. coli, es detectado a
través del TLR4 (137). La activacion de TLR4 inicia vias de sefalizacion celular que
conllevan a la activacion del factor nuclear kappa B (NF-kB). El encendido de estas
vias culmina en la transcripcion de genes que codifican para citocinas inflamatorias,
incluido el TNF-a y los interferones IFN tipo | (IFN-a e IFN-B) como se muestra en la
Figura 7 (13,41,138).
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Figura 7. Vias de sefalizacion de TLR4. TLR4 puede activar tanto la via dependiente e
independiente de MyD88. La via dependiente de MyD88 inicia con la union del lipopolisacarido
(LPS) al TLR4. Esta union permite reclutar a TIRAP, seguido de MyD88 que interacciona con
IRAK4 asi como IRAK1 o IRAK2 (IRAKS), que son fosforilados en el mismo orden. Después
se libera IRAK1 fosforilado y activa a TRAF6 el cual se autoubiquitina agregando K63-
ubiquitina, que es reconocida por el complejo conformado por TAK1 y TAB2-3. Este complejo
activa mediante fosforilacion al complejo IKK que finalmente fosforila la proteina IKB. La
fosforilacion de IKB libera a NF-KB y éste se puede translocar al nucleo. En el caso de la via
independiente de MyD88, se recluta indirectamente a TRIF hacia el TLR4 por medio de la
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proteina adaptadora TRAM. TRAM interviene en la activacion de TRIF, que se asocia con
TRAF3, lo que provoca la ubiquitinacion de TBK1 e IKKe. Finalmente, TBK1 fosforila a IRF3
lo que conlleva a su homodimerizacion o heterodimerizacion, su translocacién al nucleo y la
expresion de los genes diana como los interferones tipo | (IFN-1) (139,140). LPS:
Lipopolisacérido. LBP: Proteina de union a lipopolisacaridos. CD14: Grupo de diferenciacion
14. TLR4: Receptor tipo Toll 4. MD-2: Factor de diferenciacién mieloide 2. TRIF: Adaptador
que contiene el dominio TIR inductor de IFN- 8. TRAM: Molécula adaptadora relacionada con
TRIF. TBK1 Quinasa de unién a TANK 1. IKKe: Inducible por IKK o IKK-i. IRF3: Factor
regulador de interferén. TIRAP: Proteina adaptadora que contiene el dominio TIR. MyD88:
Factor de diferenciacion mieloide 88. IRAKSs: Cinasa asociada al receptor de IL1. TRAF3/6:
factor 3/6 asociado al receptor de TNF. TAK1: Cinasa activada por el factor de crecimiento
transformante 8. TAB 1/2: Proteina que se une a TAK-1. NEMO: Modulador esencial de NF-
kB. IKK: Inhibidor del complejo NF-kB/IkB. IkB: inhibidor de NF-kB. NF- kB: Factor nuclear kB.
NLRP3: Receptor pirina que contiene el dominio 3. ASC: Proteina tipo speck asociada a
apoptosis. IL-18: Interleucina 1 beta. IL-6: Interleucina 6. TNF-a: Factor de necrosis tumoral
alfa. IFN I: Interferdn tipo I. Realizado por Villafuerte-Pérez A en el programa Biorender.
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3. ANTECEDENTES

Tal como ya se describio en el marco tedrico, la insulina y la metformina son
medicamentos que ademas de ejercer accion euglicemiante, también pueden modular
la respuesta inmune en términos de la produccion de citocinas pro y antiinflamatorias,

asi como la defensa contra infecciones.

Desde hace poco mas de 20 afios, multiples estudios han demostrado la capacidad
de la insulina y de la metformina para modular la respuesta inmune tanto en modelos
in vitro, in vivo, asi como con ensayos clinicos controlados. De manera general, estos
estudios sefalan que ambos farmacos pueden disminuir la sintesis de citocinas
inflamatorias (por lo que ejercen un efecto antiinflamatorio) y pueden mejorar la
respuesta inmune innata contra las infecciones bacterianas (Tablas 1 y 2). Sin
embargo, ninguno de estos antecedentes coincide con la fisiologia de la placenta, y
menos aun en el contexto de hiperglicemia asociado a la DMG. Por lo tanto, este
proyecto se encuentra sustentado en multiples evidencias experimentales y a la vez,
posee la originalidad de que no habia sido previamente descrito en la placenta

humana.

A continuacion, se engloban en las siguientes dos tablas los estudios que describen
la capacidad inmunomoduladora de la insulina y la metformina y se sefiala el modelo

de estudio y su principal hallazgo.
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Tabla 1. Papel de la insulina en la modulacién de la respuesta inflamatoria y la
inmunidad innata.

Referencia Modelo de estudio Principal hallazgo en comparacién
con grupo control
Pacientes con La infusion de insulina en los
o | Ghanim, 2008 diabetes mellitus  pacientes disminuy6 la expresion de
38 (141) tipo 2 ARNmM de TLR1, -2, -4, -7y -9 en
E células mononucleares de sangre
o periférica.
Q
©
*?, Pacientes con El tratamiento con insulina disminuyd
g | Inayat, 2019 diabetes mellitus  la expresion de NF-kB, RANTES y las
(142) tipo 2 caspasas 1 y 5 en leucocitos de
sangre periférica.
Zhu, 2018 (143) Ratas con El tratamiento con insulina redujo los
quemadura severa hiveles plasméticos de TNF-a e IL-6.
_ La administracion de insulina
Jescheke, 2004 Ratas estimuladas  gisminuyd la expresion de citocinas en
(144) con LPS el higado y niveles séricos de IL-1,
9 (endotoxémicas)  IL-6, factor inflamatorio de macrofagos
S y TNF-a.
=
w - - -
g | Brix-Chritensen, Cerdos Ecl)n::r?trag%n Ialaslrr]::;tlilcr:]ril dée'lqll\Jljlg- y
2 2004 (145) endotoxémicos ) P «y
7 glucagon.
L
Ratones con La delecion genética del IR, aumentd
Murtha, 2018 delecion del la carga de_ E. coli uropatogena
receptor de (UPEC) en orina y en la vejiga de los
(146) : .
insulina (IR) en los ratones.
tubulos colectores
renales
Aljada, 2001 Linea de células La insulina disminuyo la unién de
.g (147) aorticas humanas NFkB a DNA y la expresion de MCP-
> (HAEC) 1.
=
S Linea d
S Leffler, 2007 inea de . . _ . e
= (148) macroéfagos La insulina disminuyo la secrecion de
M humanos (THP-1) TF-a e IL-1B.
endotoxémicos
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Ho, 2021 (149)

Linea de epitelio
de vejiga humana

La insulina redujo la infeccidon por
UPEC en un ambiente

(SV-HUC-1) hiperglucémico.
:5 La insulina puede modular Ia
2 diferenciacion de células inmunes 'y la
3 e ; )
S| vanNelwk  avassde  polnizaddnde macriagos, ol como
'g 2020 (150) literatura cientifica P b
2
>
0
L

de oxigeno. Ademas, puede regular
de manera directa e indirecta multiples
mediadores inflamatorios.
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Tabla 2. Papel de la metformina en la modulacion de la respuesta inflamatoria 'y
la inmunidad innata.

Referencia Modelo de estudio Principal hallazgo en comparacion
con grupo control
Pacientes con E_I _tratamiento con metformina
" Inayat, 2019 diabetes mellitus disminuye la expresion de NF-kB,
3 (142) ) RANTI_ES y las caspasas _1 y 5 en
= tipo 2 leucocitos de sangre periférica.
= Pacientes con El tratamiento con metformina redujo
@ Bulatova, diabetes mellitus  |a concentracién sérica de TNF-o y
2018 (151) tipo 2 disminuyé marcadores de estrés
oxidativo.
El tratamiento con metformina redujo
De Souza Higado y los niveles de IL-1B, IL-6 y TNF-a en
Teixeira, macrofagos de macrofagos estimulados con LPS. Sin
2018 (152) ratones obesos  embargo, en el higado se observo el
efecto opuesto.
_ El tratamiento con metformina
Jing, 2018 disminuy6 el nivel sérico de IL-6 vy
(153) Ratones obesos o L
TNF-a, y disminuy6 la proporcion de
o macrofagos M1.
>
R=
4 _ El tratamiento con metformina
= Pelxoltg,42017 Ratas diabéticas  disminuyo la abundancia de TLR4,
@ (154) TNF-ay NFkB en el masculo
esquelético.
El uso de la metformina redujo las
De Araujo, Modelo de concentraciones séricas de IL-1B y
2017 (155) periodontitis por ~ TNF-a. Ademas, disminuyé la

ligadura en ratas

abundancia de COX-2 y MMP-9 en el
tejido periodontal.
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Células endoteliales

Han, 2018 vasg:ulares de la La metformina disminuyé la sintesis
(156) retina humana ;o NER ICAM-1, MCP-1 e IL-8
estimuladas con ’ ' '
o TNF-a.
s Célul
E . e.u a_ls La metformina reforzé la inmunidad
o Majhi, 2021 uroepiteliales innata, y redujo la carga microbiana de
=) (157) infectadas con i 6 vel extra e intra
= E coll E.coli uropatégena a nivel extra e i
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y PREGUNTA DE INVESTIGACION

Con base en los reportes del 2019 publicados por la Federacion Internacional de
Diabetes, se estima que la prevalencia mundial de diabetes durante el embarazo es
del 15.8%. Particularmente en México, se informo que la proporcion general de DMG
es del 23.7%. Asimismo, se ha reportado que las ITU representan el 20% de las
complicaciones durante el embarazo y existe una asociacion significativa con un mal
control de la glucemia, ademas de existir una prevalencia significativamente mayor de
vaginosis bacteriana en mujeres que presentan DMG. Sin embargo, hasta el dia de
hoy no se conoce el efecto de la hiperglucemia en la regulacion de los mecanismos
de defensa innata placentaria contra la infeccion por Escherichia coli, tales como la
sintesis de citocinas pro-inflamatorias. Asimismo, también se desconoce el efecto
inmunomodulador de la insulina y la metformina en el perfil inflamatorio de la placenta

humana en respuesta a la infeccion por Escherichia coli.

De manera que, en el presente trabajo de investigacion se plantearon las siguientes

preguntas.

= ¢;Cual es el efecto modulador de la insulina y la metformina en el perfil
inflamatorio de la placenta humana en un ambiente hiperglucémico ante una
infeccion causada por Escherichia coli?

= ¢ Cudl es el efecto de la hiperglucemia en la regulacién de los mecanismos de
defensa innata placentaria contra la infeccion por Escherichia coli, tales como el

crecimiento y la invasividad bacteriana?

5. HIPOTESIS

El uso de la insulina y la metformina disminuiran la secrecion placentaria de citocinas
pro-inflamatorias (TNF-a, IL-1B3, IL-6) frente a la infeccion bacteriana causada por
Escherichia coli, en un modelo in vitro de hiperglucemia. Ademas, estos
hipoglucemiantes podran fortalecer la defensa innata de la placenta humana a través

de la reduccion del crecimiento y la invasividad bacteriana.
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6. OBJETIVOS

6.1. General

Evaluar el efecto modulador de la insulina y la metformina en el perfil inflamatorio y la
capacidad de defensa de la placenta humana de tercer trimestre frente a la
hiperglucemia y la infeccion por Escherichia coli.

6.2. Especificos

1. Evaluar el crecimiento bacteriano ante la infeccién por Escherichia coli en un
modelo in vitro de hiperglucemia placentaria, empleando insulina y metformina
como tratamiento.

2. Analizar la invasividad de Escherichia coli en la vellosidad placentaria, en
respuesta a la hiperglucemia y la ausencia o presencia de insulina y
metformina.

3. Evaluar la sintesis de citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-1B, IL-6) en
respuesta a la infeccion por Escherichia coli en un modelo in vitro de
hiperglucemia placentaria.

4. Analizar el efecto de la insulina y la metformina sobre la sintesis de citocinas
pro-inflamatorias (TNF-a, IL-1B, IL-6) en la placenta humana en respuesta a la

infeccion por Escherichia coli y la hiperglucemia.

7. MATERIAL Y METODOS

7.1. Diseiio de estudio

Tipo de estudio: experimental, analitico y transversal.

7.2. Universo (poblacién o muestra)

7.2.1. Aspectos éticos

Este proyecto contd con la aprobacion de los comités de Etica, Bioseguridad e
Investigacion del INPer (registro INPer: 2018-1-152) (Anexos 3 y 4), del Hospital
Angeles México (Anexo 5) y del Instituto Mexicano del Seguro Social (registro IMSS:
R-2020-785-043) (Anexo 6), ademas de ser financiado por el Instituto Nacional de
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Perinatologia (registro INPer: 2018-1-152) (Anexo 3) y por el Consejo Nacional de
Ciencia y Tecnologia (registro CONACyYT: A1-S-27832).

Se informé del proyecto a pacientes sanas programadas para operacion cesareay se
les invitdé a donar su placenta. Se obtuvo la firma voluntaria del consentimiento
informado previo a la cirugia (Anexo 7), siguiendo los lineamientos de ética en
investigacion en seres humanos establecidos en la Declaracion de Helsinki. Los

consentimientos se encuentran en custodia de la Dra. Andrea Olmos Ortiz.

7.2.2. Toma de muestra

Las placentas fueron recolectadas de los siguientes hospitales: 1) Hospital Angeles
México, ubicado en calle Agrarismo 208, Escanddn Il Seccion, Miguel Hidalgo, 11800
Ciudad de México; y 2) Unidad Médica de Alta Especialidad (UMAE) Hospital de
Gineco Obstetricia (HGO) No. 4 “Luis Castelazo Ayala”, del IMSS, ubicado en Rio de
la Magdalena 289, Tizapan San Angel, Progreso Tizapan, Alvaro Obregén, 01090

Ciudad de México, Ciudad de México.

7.2.3. Criterios de inclusion, exclusion y eliminacién
= Criterios de inclusién: Unicamente se procesaron muestras de placenta
provenientes de pacientes sanas, con embarazo normoevolutivo a término
(entre la semana 37 a 40 de gestacion), con edad materna entre 18 y 38 afios
y que firmaron el consentimiento informado. En todos los casos, la cirugia
cesarea se programo por desproporcion cefalopélvica, presentacién oblicua o
pélvica, por antecedente de miomectomia o cirugia uterina, o por eleccion

materna.

= Criterios de exclusién: No se recolect6 la placenta de aquellas pacientes que
no otorgaron su consentimiento informado. Tampoco se tomd muestra de
pacientes con alergia a antibidticos como penicilina o estreptomicina, con
estudios de laboratorio que indicaran alguna alteracion metabdlica o clinica,

con parto eutécico vaginal, con trabajo de parto activo, con embarazo multiple,
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infeccion cervicovaginal o de vias urinarias en el ultimo trimestre del embarazo

0 que presentaran alguna enfermedad metabdlica o endocrina.

Criterios de eliminacion: Se descartaron las muestras biolégicas que resultaron

positivas en el andlisis microbioldgico (ver seccién 7.5).

Las caracteristicas clinicas maternas y fetales de las pacientes participantes fueron

registradas en el formato del Anexo 8.

7.3. Variables

Variables independientes:

Concentracion de glucosa en el medio DMEM: 10 mM (condicion de glucosa
control) y 50 mM (condicién hiperglucemia).

Concentracion de insulina: 500 nM

Concentracion de metformina: 500 uM

Concentracion de Escherichia coli: 1 x 105> UFC/mL

Variables dependientes:

Secrecidn de citocinas proinflamatorias: TNF-a, IL-6, IL-1B. Nivel de medicidn:
escalar (pg/g tejido)

Crecimiento bacteriano ante la infeccion placentaria por Escherichia coli. Nivel
de medicion: escalar (UFC/mL).

Invasividad de Escherichia coli en la vellosidad placentaria. Nivel de medicion:

cualitativo

7.4. Cultivo primario de explantes placentarios

Al término de la cirugia se trasladd la muestra biolégica hacia el laboratorio de

Inmunologia de la Unidad feto-placentaria del INPer. Para su transporte, la muestra

se coloco dentro de un contenedor estéril de acero inoxidable, o bien en una bolsa

para muestras biolégicas dentro de una hielera destinada exclusivamente para tal fin.

A continuacion, en el cuarto de cultivo del laboratorio, y en campana de flujo con nivel
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de bioseguridad I, se prosiguié a procesar la muestra (Figura 8). En primer lugar, con
la ayuda de una pinza de diseccion y una tijera recta estéril se realizé un corte en el
cordon umbilical para poder tomar una gota de sangre y depositarla en una prueba
rapida para COVID-19 de Anticuerpos IgG e IgM con la finalidad de verificar que la
madre no tuviera infeccion reciente por el virus SARS-CoV-2. Luego, se retiré el
cordon umbilical y las membranas corioamnidticas para poder registrar el peso de la
placenta manteniendo su esterilidad. A continuacion, la placenta se lavé con solucion
de cloruro de sodio (NaCl) estéril al 0.9%, y previamente calentada a 37°C, hasta
eliminar la mayoria de sangre materna. Seguidamente, se eliminaron los vasos
sanguineos, coagulos, deciduay se seleccioné el cotileddn central y préximo al cordon
umbilical. Ya limpios, se cortaron alrededor de 108 pequefios explantes de 3 a 5 mm?
y se mantuvieron en una caja Petri que contenia solucion de NaCl 0.9% mas ~2 mL
de medio DMEM bajo en glucosa, ajustado a glucosa 10 mM + 10% suero de ternera

neonatal + 1% de piruvato de sodio + penicilina 100 U/mL + estreptomicina 100 pg/mL.

Finalmente, se prosiguié a colocar los explantes en su tratamiento correspondiente
(ver seccion 7.6 “Estimulo experimental con glucosa, insulina y metformina”). Los
tratamientos experimentales se colocaron por triplicado en placas para cultivo de 24
pozos, con 3 explantes placentarios por pozo y se mantuvieron en un incubador a 37
°C con 5% CO2 y 95% de humedad relativa. Al cabo de 24 horas se refresco el
tratamiento experimental y nuevamente se incub6 por 24 horas mas para concluir con
un total de 48 horas de incubacion. El tiempo de 48 horas se estandarizé con trabajos
previos de otros compafieros de laboratorio (20), con la intencién de inducir la

respuesta inflamatoria placentaria.
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Figura 8. Procesamiento de placenta humana. A) Placenta en campana de flujo con nivel
de bioseguridad Il, B) Retiro de membranas y cordén umbilical, C) Cara materna de la placenta
en la que se exponen los cotiledones, D) Corte de cotiledén adyacente al cordén umbilical
(vista de cara fetal), E) Corte de cotiledén adyacente al cordén umbilical (cara materna), F)
Retiro de la placa coriénica y amnios placentario, G) Retiro de decidua basal, H) Retiro de
capilares, e |) Placa para cultivo de explantes placentarios.
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7.5. Anadlisis microbioldgico

Con el fin de asegurar que las muestras seleccionadas para llevar a cabo los
experimentos se encontraran en condiciones de esterilidad libres de patdégenos, se les
realiz6 andlisis microbiolégico por parte del departamento de microbiologia del
Instituto Nacional de Perinatologia.

Para realizar el examen se colocé un explante placentario en 3 medios de cultivo
microbiolégico: caldo Cerebro Corazon Infusion (BHI), Caldo Urea y Caldo Arginina.
Los viales de medio con los tejidos se colocaron en la incubadora a 37 °C con 5% de
CO2y 95% de humedad relativa durante 5 dias. Finalmente, a partir de estas pruebas
bioguimicas se evalué la presencia de Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae, Candida albicans, Klebsiella sp, Ureaplasma urealyticum,
Mycoplasma hominis u otros microorganismos (Anexo 9). En el caso de obtenerse un

resultado positivo de cualquier patégeno, se eliminé a la muestra del estudio.

7.6. Estimulo experimental con glucosa, insulinay metformina

Considerando los valores reportados como normales de la curva de tolerancia a la
glucosa poscarga de 75 gr en el embarazo por la Norma Oficial Mexicana NOM-007-
SSA2-2016, los cuales son:

Tabla 3. Valores considerados como normales de la curva de tolerancia a la
glucosa poscarga de 75 gr, en el embarazo.

Estado de tiempo mg/dL mmol/L
Ayuno 92 5.1
1 hora 180 10.0
2 horas 153 8.5
3 horas 140 7.8

Tomado de DOF- Diario Oficial de la Federacién (160).

Comunmente, el cultivo de explantes placentarios se realiza con medios que
contienen entre 11 mM de glucosa (medio RPMI-1640) y 25 mM de glucosa (DMEM-

HG) (161-166). Por lo tanto, y con la intencion de poder preservar un ambiente
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apegado a condiciones mas fisiol6gicas, en el presente trabajo se opto6 por utilizar la
concentracion de 10 mM (equivalente a 180 mg/dL) como condicion de glucosa
control, y la de 50 mM (equivalente a 900 mg/dL) como condicidén de hiperglucemia

severa asociada a inflamacion.

Cabe mencionar que estas concentraciones han sido empleadas en otros modelos
bioldgicos, incluido el de placenta humana, y se ajustan a condiciones experimentales
de inflamacion, mas que a un contexto clinico (20,161-165,167-170). Ademas, la
condicién de glucosa 10 y 50 mM representa un modelo bien conocido y empleado en
nuestro laboratorio de Inmunologia de la unidad feto-placentaria (20). En este trabajo
previo, nuestro grupo reportd que con estas condiciones experimentales aumentan los
depdsitos de glucdgeno placentario e inducen la respuesta inflamatoria placentaria,
ambos como alteraciones morfofuncionales comunmente descritas en las placentas
de pacientes con DMG (171-174).

En cuanto al tratamiento con insulina y metformina, las concentraciones empleadas
para este trabajo fueron insulina 500 nM y metformina 500 uM, dichas concentraciones
se tomaron a partir de experimentos previos llevados a cabo en tejidos de la interfase
materno-fetal y que ademas no afectaron la viabilidad de las células trofoblasticas
(20,175,176) .

7.7. ldentificacién de Escherichia coli

La identificacién de la especie se realiz6 por medio del sistema VITEK® y por la
secuenciacion del ADNr 16S. Ademas, a partir del genotipo obtenido por medio de
una reaccion de polimerasa en cadena (PCR) multiple se comprob6 que se trataba del
grupo filogenético B2, y presentaba los siguientes genes que codifican la virulencia,
como fimH, papA, fyuA, ibeA, hlyA, aerJ y traT. Esta cepa se aislo de la sangre de un
neonato que presento septicemia y la madre fue diagnosticada con ruptura prematura

de membranas (PROM) y corioamnionitis.
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7.8. Infeccion de explantes placentarios con Escherichia coli

Después de las 48 h de incubacion con glucosa, insulina o metfomina, se prosiguio a
realizar el protocolo de infeccion. Se eligié una carga de inéculo de 1x10° UFC/mL de
E. coli. Esta concentracion representa el punto de corte en un urocultivo para

diagnosticar una infeccion clinica urinaria (177,178).

El dia previo a la infeccion se descongel6 una alicuota de E. coli (preservada en caldo
BHI con 30% de glicerol) y se mantuvo en incubacion toda la noche en medio fresco
de triptisoya caseina a 37 °C. Al dia siguiente, en una campana de extraccién nivel de
seguridad 1l, se tomé una alicuota de 1 mL para leer la absorbancia en un
espectrofotometro a 600 nm. Con el dato de la absorbancia, se calculd la
concentracion bacteriana total mediante la siguiente formula (estandarizada
previamente en nuestro grupo de laboratorio):

UFC _ (1x 107)( e(4.8213)(Absnm))

mL_

Posteriormente se realizaron diluciones seriadas en solucién salina estéril (NaCl al
0.9%) hasta llegar a una concentracion de 1x10® UFC/mL. Finalmente, el tubo con
1x10% UFC/mL se diluyé en un orden de magnitud para obtener la concentracion final
de infeccién de 1x10°> UFC/mL. El medio de infeccion fue DMEM sin antibiético, sin
suero, con 0.2% de hidrolizado de lactoalbumina y 1% de piruvato de sodio, ajustado
a glucosa 10 mM. Cabe sefialar que el medio BHI y el medio de triptisoya caseina
contienen 11.1 mM y 13.8 mM de glucosa, respectivamente, por lo que el medio de
infeccion presenta una concentracion similar de glucosa en la que crece normalmente

esta bacteria.

Ademas, se contd con explantes que no fueron infectados, pero si estimulados con el
mismo medio. Los explantes infectados y sin infectar se mantuvieron en un incubador
a 37 °C con 5% CO2 y 95% de humedad relativa. Se realizo cinética de tiempo a las 4

y 8 h post-infeccién (h.p.i.) para el subsecuente andlisis experimental.
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Al cabo delas 4y 8 h.p.i:

a) Se tomo una alicuota de 100 pL para realizar diluciones seriadas y sembrar 10 pL
de cada dilucién en cajas Petri con agar Luria-Bertani para realizar el conteo de
UFC/mL;

b) Se guardaron alicuotas de 500 pL del medio de cultivo para cuantificar citocinas
proinflamatorias por ELISA. Las alicuotas se conservaron a -40 °C hasta su uso;

c) Se tomd un explante de cada triplicado y se colocd en 2 mL de formol para realizar

tincion de Gram y evaluar la invasividad placentaria de E. coli.

7.9. Conteo de colonias por el método de microgota

Al término de las 4 y 8 h.p.i se tomo una alicuota de 100 pL para realizar el conteo de
unidades formadoras de colonias por el método de microgota. Se realizaron diluciones
seriadas de la alicuota inicial (1:10, 1:100, 1:1000, 1:10,000 y 1:100,000) en solucion
salina + 0.05% de Tween 80. Finalmente se sembraron 10 uL de cada dilucién por
triplicado en cajas Petri de Agar Luria y se mantuvieron en incubacion toda la noche a
37°C.

Al dia siguiente se examinaron las placas de agar y se eligio el factor de dilucién en el
que se podian visualizar las colonias de forma aislada entre si. Se registré el
crecimiento de colonias en el triplicado de la dilucion elegida y se obtuvo el promedio.

El calculo de UFC/mL se determiné con la siguiente formula:

UFC  (promedio de UFC)(Factor de dilucion)

mL Volumen del pozo (1000 ul)

7.10. Cuantificacion de TNF-a, IL-18 e IL-6 por ELISA

Para la deteccion de marcadores inflamatorios que se encuentran desregulados en la
DMG, se emplearon kits de ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA).
Se emplearon estuches comerciales de la marca R&D Systems para la cuantificacion
de TNF-a (DY210), IL-1B (DY201) e IL-6 (DY206).
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La descripcion general de la técnica es la siguiente: El dia antes del ensayo se
sensibilizé las placas con el anticuerpo de captura. Para tal fin se centrifug6 la alicuota
a 3000 rpm x 15 seq, y se coloco en 10.2 mL de PBS 1X; se colocaron 100 pL por
pozo en una placa de 96 pozos para ELISA y se refrigeré a 4°C toda la noche. Al
siguiente dia se lavo la placa con wash buffer (PBS 1X + 0.05% de Tween 20), y
enseguida se bloqueo con Buffer de bloqueo (PBS 1X + 1% de BSA) durante 60 min
a temperatura ambiente. Posteriormente se preparo la curva estandar a 8 puntos para
la cual se utiliza el estandar y el buffer de bloqueo. Al término del bloqueo se prosiguié
a lavar la placa con wash buffer y se agregaron 100 pL de la curva de forma creciente
por duplicado en la columna 1 y 2; se empleé como blanco el reactivo buffer de
bloqueo. En el resto de la placa se agregaron 100 pL de la muestra por pozo, y se
dejé incubar por 2 h; en el caso de haber realizado diluciones se mantuvo en agitacion
constante. Después del tiempo de incubacion se lavé nuevamente la placa con wash
buffer y se prepard la solucion con el anticuerpo de deteccion. Para tal fin se centrifugo
la alicuota a 3000 rpm x 15 seg y se colocé en 10.2 mL de buffer de blogueo. Se
depositaron 100 pL por pozo del anticuerpo de deteccion y se refrigerd a 4 °C toda la
noche o a temperatura ambiente por 2 h. Finalmente, se lavo la placa con wash buffer
y se agregd6 100 pL de avidina o estreptavidina diluida en buffer de bloqueo. Se incubé
por 30 min a temperatura ambiente y se mantuvo cubiertas las placas con papel
aluminio ya que este compuesto es fotosensible. Seguidamente se lavo la placa con
wash buffer y se agregé 100 pL por pozo del sustrato OPD (diclorhidrato de o-
fenilendiamina). Se cubrié la placa con aluminio y se vigilé el viraje de color durante
aproximadamente 5 a 20 min. Por ultimo, se detuvo la reaccién agregando 50 uL de
acido sulfurico 2N (H2S0a4) y se ley6 la absorbancia a 492 nm. La curva se ajusto a 4

parametros logisticos y se normalizé por mg de peso de tejido humedo.

7.11. Tincion de Gram para evaluar la invasividad de Escherichia coli dentro de

la vellosidad placentaria

Para la identificacion de bacterias Gram negativas (E. coli) en el tejido, se utilizé la
tincion de Gram modificada por Brown-Brenn. Los explantes placentarios se

conservaron en formol y después se embebieron en una matriz de parafina.
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Posteriormente, se hicieron cortes de 5 um, se colocaron sobre un portaobjetos y se
procedié a desparafinar e hidratar. Después se les agregé una mezcla de 4 mL de
cristal violeta con 1mL de NaHCOs durante 1 min, enseguida se lavo con agua de la
llave y se le agreg6 solucion de yodo de Gram por 1 min. Nuevamente se lavo con
agua de la llave y se seco con papel filtro casi en su totalidad. Luego se decoloré con
alcohol-acetona, se le coloco solucién fushina basica durante 1 min y se lavo con
agua. Enseguida se diferencié con acetona y posteriormente con acetona-acido
picrico hasta que se observara un color rosa amarillento. Por ultimo, se le aplicaron
bafos rapidos en acetona, acetona-xilol, se aclaré con xilol y se mont6 con resina
sintética. El principio de esta tincion se basa en la capacidad de la pared celular del
microorganismo para contener el colorante primario cristal violeta durante el
tratamiento con el solvente. Los microrganismos Gram positivos presentan un mayor
contenido de peptidoglicano en comparaciéon con los Gram negativos que en su caso

tienen una mayor proporcion de lipidos (179).

En primer lugar, todas las bacterias absorben el colorante primario cristal violeta, pero
tras el uso de solventes, la capa lipidica de los microorganismos Gram negativos se
disuelven perdiendo el tinte del colorante primario. En el caso de los microrganismos
Gram positivos, el solvente deshidrata su pared celular, cierra los poros e impide la
salida del complejo cristal violeta-yodo permaneciendo de color purpura, Finalmente,
se usa el colorante secundario fucsina que le da el color rosa caracteristicos de los

microorganismos Gram negativos (179,180).

7.12. Andlisis estadisticos

Se analizé la normalidad en la distribucién de los datos con la prueba de Shapiro-Wilk.
Posteriormente se realizaron las comparaciones estadisticas por ANOVA vy el post-
hoc que se ajustaba a la distribucion de los datos. Por ejemplo, si los datos asumieron
normalidad, se procedié a realizar ANOVA ordinaria de una via y se evaluaron las
comparaciones multiples pareadas por Tukey. Por otro lado, si los datos no asumieron
normalidad, entonces correspondié aplicar una prueba no paramétrica como la
ANOVA de Kruskall Wallis y una post-hoc pertinente como Dunn. En los gréaficos y

tablas se indica si los datos se presentan como promedio o mediana, desviacion
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estandar o rango intercuartilico. Los andlisis estadisticos se realizaron con el
programa GraphPad Prism version 9.5.0 (San Diego, CA, USA). El valor de P < 0.05

se empled para denotar diferencias estadisticamente significativas.
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8. RESULTADOS

8.1. Caracteristicas clinicas

Para el desarrollo de esta tesis se recolectaron y analizaron 5 muestras de placentas.
A continuacion, se describen las caracteristicas clinicas de las madres, asi como de

sus neonatos en las Tablas 4y 5.

Tabla 4. Caracteristicas clinicas de las madres que donaron su placenta.

Codificacion de las pacientes
donadoras

ARl AR2 AR3 AR4 AR5 Promedio+DE ntervao
(min-max)
Edad (afios) 35 34 33 39 31 3429 31-39
IMC prg('glifg"c'ona' 1090 30.80 2895 21.60 2490 26.1+48  19.9-30.8
Numero de gestas 1 1 1 4 3 2+ 1 1-4
Semanas de gestacion 38.60 38.30 38.60 37.00 40.20 38.5+ 1.1 37 -40.2
Presion sistolica 125 121 119 107 120 118 + 6 107 - 125
(mm Hg)
Presion diastolica 85 81 78 72 70 77+6 70 - 85
(mm Hg)
Ganancia de peso (kg) 10 9 17 11 9 11.2+3.3 9-17

IMC: indice de masa corporal.
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Tabla 5. Caracteristicas clinicas de los neonatos.

Codificacion de las pacientes

donadoras
Caracteristica  AR1  AR2 AR3 AR4 AR5 Promedio + DE Intervalo
(min-max)
Peso al nacer (kg) 3.020 3.845 3.350 2.300 3.300 3.1+05 2.3-38
Talla (cm) 46 50 49 45 50 48 + 2.3 45 - 50
Pe”me(té‘r’n)cefa"co 3350 3550 34.00 34.00 35.50 34.5+ 0.9 33.5-355
Puntuacion
APGAR al minuto 9 9 9 9 9 9+0 9-9
1
Puntuacion
APGAR al minuto 10 9 9 9 9 92+04 9-10
5
Pesodela  ¢/) 99 57183 595.50 464.00 685.90 571 + 80 464 - 686
placenta (g)
Sexo del bebé M F M M F 40% F / 60% M

APGAR: Apariencia (color de piel, rosa o azul), Pulso (frecuencia cardiaca o latidos por
minuto), G representa la respuesta de la mueca (reflejos y llanto), Actividad (tono muscular y
flexién) y Respiracion (tasa de respiracion, esfuerzo y patron) (181).
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8.2. Crecimiento bacteriano en respuesta a la hiperglucemia, insulina y

metformina en explantes placentarios infectados con Escherichia coli

Con la intencién de evaluar la capacidad de defensa de la placenta humana frente a
la infeccion por Escherichia coli, se decidio analizar la invasividad de esta bacteria en
la vellosidad placentaria (analisis cualitativo) asi como su crecimiento logaritmico

(analisis cuantitativo).

En primer término, se describiran los resultados observados en cuanto al crecimiento
bacteriano. Tal como se puede observar en la Figura 9, nuestros resultados muestran
que a las 4 y 8 h.p.i. el niumero de colonias de E. coli en explantes pretratados con
glucosa 50 mM, fue significativamente mayor con respecto a explantes pretratados
con glucosa 10 mM. Por otra parte, y de forma interesante, tanto la insulina como la
metformina disminuyeron significativamente el nimero de colonias de E. coli en
condiciones de hiperglucemia frente a los explantes pretratados con glucosa 50 mMy
sin tratamiento adicional. Esto quiere decir que la insulina y la metformina actian como
reguladores de la defensa placentaria, lo que resulta en la inhibicién del crecimiento

bacteriano; este efecto se sostiene hasta las 8 h.p.i.

Cabe sefalar que en este gréafico se puede evidenciar que la placenta presenta una
importante actividad microbicida. Esto puede comprobarse al observar que la cepa de
E. coli libre (es decir, sin presencia de explantes placentarios) crece mas de 3 6rdenes
de magnitud (1000 veces) en comparacion con el crecimiento observado en cualquiera
de los explantes placentarios tratados.
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Figura 9. El tratamiento con insulina y metformina ayuda a reducir el conteo de
Escherichia coli en explantes placentarios pre expuestos a alta glucosa. Los explantes
se pretrataron con glucosa 10 o 50 mM, insulina 500 nM o metformina 500 uM durante 48 h.
Después se infectaron con E. coli (1x10° UFC/mL) y se siguié la infeccion durante 4y 8 h a
37°C. Posteriormente se recolectd una alicuota de los medios de infeccion a las 4y 8 h para
n = Cinco experimentos
independientes con triplicado experimental. Kruskal-Wallis seguida de la prueba post hoc de
comparaciones multiples de Dunn. Representacion de los datos por medio de un diagrama de
cajas (Q1, Q2 y Q3) y bigotes (Valor minimo y maximo). Las comparaciones se llevaron a
cabo frente a glucosa 50 mM **, p < 0.01. *** p < 0.001. *** p < 0.0001. Q = Cuartil.

determinar el numero de UFC/mL por el método de microgota.
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8.3. Invasividad de Escherichia coli en la vellosidad placentaria en respuesta a

la hiperglucemia, insulina y metformina

En la seccion pasada se demostro de forma cuantitativa que el tratamiento de insulina
y metformina en un ambiente hiperglucémico ayuda a disminuir el crecimiento de E.
coli. Ahora se presentaran los efectos cualitativos derivados del examen histologico
de las vellosidades infectadas con E. coli. Para ello, se evalu6 la invasividad
bacteriana en la vellosidad placentaria a partir de cortes histologicos tefidos con la
tincion de Gram modificada por Brown-Brenn en donde la bacteria se puede observar

tefiida de color rosa-rojizo.

La Figura 10 esté dividida en el panel A (que indica el efecto a las 4 h.p.i) y el panel
B (que indica el efecto a las 8 h.p.i). En los explantes pre-expuestos con glucosa 10
mM se puede observar que la infeccion se detiene a nivel de la capa de
sincitiotrofoblasto, denotando su capacidad de defensa innata contra la infeccion. Este
efecto se puede observar tanto a las 4 como a las 8 h.p.i. Sin embargo, en los
explantes pre-expuestos a alta glucosa, se puede observar el paso de E. coli hacia el
interior de la vellosidad, con abundantes cuerpos entre el mesénquima placentario.

Este efecto es méas notorio a las 8 h.p.i.

En cuanto al efecto de la insulina y la metformina, puede apreciarse que el pre-
estimulo con ambos medicamentos ayuda a disminuir la invasividad de E. coli,
volviendo a limitar su presencia a la capa sincicial, de modo similar al comportamiento
en los explantes pre-expuestos a glucosa 10 mM Por lo tanto, ambos
hipoglucemiantes fortalecen la capacidad de barrera de la placenta contra la infeccion

por E. coli.
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Glucosa 50 mM +
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Figura 10. La hiperglucemia favorece la invasividad de Escherichia coli en la vellosidad
placentaria. El tratamiento con insulina y metformina ayuda a reducir la invasividad en
explantes placentarios pre expuestos a alta glucosa.

Corte histolégico de vellosidades infectadas con E. coli y tefiidas con la técnica de Gram
modificada por Brown-Brenn. A) Efecto a las 4 h.p.i; B) Efecto a las 8 h.p.i. Se muestran las
microfotografias procedentes de tres experimentos independientes. La escala en la esquina
inferior derecha indica 50 um.
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8.4. Rol de la insulina y la metformina en la secrecion de citocinas
proinflamatorias ante la infeccién por Escherichia coli en explantes

placentarios expuestos previamente a condiciones hiperglucémicas

Después de evaluar el crecimiento y la invasividad bacteriana en el modelo de
hiperglucemia placentaria, se prosiguido a evaluar la modulacion de la respuesta
inflamatoria a través de la cuantificacion de las citocinas inflamatorias IL-13, TNF-a e
IL-6.

En primer lugar, en la Figura 11 se observa que la infeccion en condicidén de glucosa
control (barra blanca punteada) induce una marcada respuesta pro-inflamatoria en la
placenta a través del aumento de la secrecion de IL-1B y este efecto es significativo

desde las 4 horas.

Sin embargo, los explantes placentarios que se incubaron con glucosa 50 mM y luego
fueron infectados con E. coli (barra azul punteada) mostraron una secrecion
significativamente menor de IL-18 con respecto a los explantes infectados con E. coli

e incubados con glucosa 10 mM.

Finalmente, el tratamiento de insulina o metformina no modifico la secrecion de IL-13
en condiciones de hiperglucemia comparado con los explantes que fueron infectados
y pretratados con glucosa 50 mM. Sin embargo, fueron significativamente menores a

diferencia de los explantes infectados en condiciones de glucosa control.
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Figura 11. Secrecién de IL-18 en explantes con o sin infeccién por Escherichia coli. Los
explantes se pretrataron con glucosa 10 o 50 mM, insulina 500 nM o metformina 500 puM
durante 48 h. Después se infectaron con E. coli (1x10° UFC/mL) y se siguié la infeccion
durante 4 y 8 h a 37 °C. n = Cinco experimentos independientes con triplicado experimental.
ANOVA de una via seguido de la prueba post hoc de comparaciones multiples de Tukey. Las
comparaciones se llevaron a cabo contra infeccion + glucosa 10 mM: *, p < 0.05. **, p < 0.01.

**xx p <0.0001.
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En la Figura 12 de igual manera se puede observar que la infeccion en condicion de
glucosa control induce una marcada respuesta pro-inflamatoria en la placenta a través

del aumento de la secrecion de TNF-a y mantiene la diferencia significativa desde las
4 horas.

Por otra parte, los explantes placentarios que se incubaron con glucosa 50 mMy luego
fueron infectados con E. coli no mostraron diferencia en la secrecién de TNF- a con

respecto a los explantes infectados con E. coli e incubados con glucosa 10 mM.

Por altimo, el tratamiento de insulina o metformina no modificé la secrecién de TNF-
a, en condiciones de hiperglucemia comparado con los explantes que fueron

infectados y pretratados con glucosa 50 mM.
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Figura 12. Secrecion de TNF-a en explantes con o sin infeccién por Escherichia coli.
Los explantes se pretrataron con glucosa 10 o 50 mM, insulina 500 nM o metformina 500 pM
durante 48 h. Después se infectaron con E. coli (1x10° UFC/mL) y se siguié la infeccion
durante 4y 8 h a 37°C. n = Cinco experimentos independientes con triplicado experimental.
Kruskal-Wallis seguido de la prueba post hoc de comparaciones multiples de Dunn. Las
comparaciones se llevaron a cabo contra infeccion + glucosa 10 mM: *** p < 0.001. **** p <
0.0001.
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En la Figura 13, podemos observar que la infeccién en condicion de glucosa control
induce una respuesta pro-inflamatoria en la placenta a través del aumento de la
secrecion de IL-6 hasta las 8 h.p.i.

Los explantes placentarios que se incubaron con glucosa 50 mM y luego fueron
infectados con E. coli no mostraron diferencia en la secrecion de IL-6 con respecto a

los explantes infectados con E. coli e incubados con glucosa 10 mM.

Para finalizar, el tratamiento de insulina o metformina no modifico la secrecion de IL-
6 en condiciones de hiperglucemia comparado con los explantes que fueron
infectados y pretratados con glucosa 50 mM.
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Figura 13. Secrecién de IL-6 en explantes con o sin infeccidon por con Escherichia coli.
Los explantes se pretrataron con glucosa 10 o 50 mM, insulina 500 nM o metformina 500 uM
durante 48 h. Después se infectaron con E. coli (1x10° UFC/mL) y se siguié la infeccion
durante 4 y 8 h a 37°C. n = Cinco experimentos independientes con triplicado experimental.
Kruskal-Wallis seguido de la prueba post hoc de comparaciones mdltiples de Dunn. Las
comparaciones se llevaron a cabo contra infeccion + glucosa 10 mM: *, p < 0.05. **, p < 0.01.
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9. DISCUSION

Desde las primeras etapas del embarazo, el sistema inmunitario materno debe
mantener un equilibrio de los mediadores de la respuesta inmune con el fin de evitar
enfermedades y/o la interrupcion del embarazo (182). Desafortunadamente, las
pacientes con DMG y las gestantes con DM2 presentan una inflamacién crénica de
bajo grado caracterizada por niveles elevados de marcadores inflamatorios circulantes
como TNF-q, IL-6 e IL-1B (183—-189). Esta desregulacién inmunolégica posiciona a las
pacientes con DMG en una situacién de vulnerabilidad para el desarrollo de otras
comorbilidades maternas y fetales.

Asimismo, la DMG se asocia con el desarrollo de infecciones (11). Particularmente,
las ITU durante el embarazo son una causa comun de infeccion y se han asociado
con varias complicaciones materno-fetales, como el parto prematuro, preeclampsia,
restriccion de crecimiento intrauterino, bajo peso al nacer y corioamnionitis (190-192).
Estos efectos adversos derivados de las ITU durante el embarazo son principalmente
generados por el marcado ambiente pro-inflamatorio a consecuencia de la infeccion

(193,194), y no tanto por la infeccién en si misma.

La discusion de los resultados obtenidos se dividirA en dos secciones: primero, la
capacidad fisica de la placenta para resistir a la infeccion por E. coli (conteo de
colonias e invasividad intravellosa); y segundo, el montaje de la respuesta inmune

placentaria derivado del reto infeccioso por E. coli.

9.1. Capacidad fisica de la placenta para resistir a la infeccion por E. coli

La placenta es una de las barreras fisicas que separa al feto del ambiente externo, y
participa en la proteccion anatdmica e inmune hacia el feto. En esta seccion se
discutiran los mecanismos fisicos que estan activados o disminuidos en presencia de

la hiperglucemia, la insulina, la metformina y la infeccion por E. coli.

Los analisis de tincion Gram y de crecimiento bacteriano en placas de agar, mostraron
gue la hiperglucemia favorece el conteo extracelular de colonias y la invasividad de E.
coli en la vellosidad placentaria. Este resultado coincide con la practica clinica, en la
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que se ha reportado una mayor proporcion de infecciones cervicovaginales en
pacientes con diabetes o con DMG (122) y mayor frecuencia de corioamnionitis de
origen bacteriano (123,195) lo que sefiala una asociacion entre el descontrol

metabdlico de glucosa y el pobre control contra infecciones bacterianas.

Asimismo, evidencias in vitro e in vivo sefialan que la hiperglucemia favorece la
adhesién de E. coli a las células epiteliales. En 2015, Ozer y colaboradores
identificaron que los AGE se pueden acumular en el uroepitelio de la vejiga de ratones
diabéticos, lo que favorece la atraccion y adhesion de UPEC fimbriada tipo 1 (196).
Los autores identificaron que las lectinas son un sitio importante de adhesion epitelial
para E. coli, y asimismo observaron que los AGE tienen una alta union a estas lectinas;
por lo tanto, el incremento de AGE debido a la hiperglucemia modifica los sitios de
lectinas y les confiere mayor afinidad para E. coli. En este sentido, las mujeres con
DMG vy alto descontrol metabdlico presentan niveles de AGE significativamente mas
altos con respecto a mujeres sin DMG (197). Adicionalmente, otro estudio en células
uroepiteliales humanas demostré6 que la preincubacién con glucosa aumenta la
expresion y sefalizacion de JAK/STAT1 y TLR4, lo que promueve el crecimiento y la
infeccion por UPEC (198). Asimismo, vale la pena recordar que el trofoblasto
placentario es de naturaleza epitelial, por lo que es un sitio afin a la infeccién por E.
coli. En conjunto, estas evidencias podrian ayudar a explicar como la hiperglicemia
favorece la adherencia y tropismo de E. coli por la placenta durante la gestacion.
Asimismo, estos resultados ayudan a explicar por qué las mujeres con DMG vy altos

niveles de glucosa son mas propensas a las infecciones del tracto urinario.

En cuanto al efecto de la insulina y la metformina sobre el crecimiento y la invasividad
bacteriana, en general se observdé un efecto benéfico y protector con ambos
hipoglucemiantes. El tratamiento con insulina o metformina en explantes preincubados
con glucosa 50 mM disminuyo el numero de colonias y la adherencia e invasividad de
E. coli con respecto a los explantes preincubados con glucosa 50 mM y que no

recibieron tratamiento.

Distintas evidencias experimentales sustentan el papel protector de la metformina
contra la infeccion por bacterias. Por ejemplo, en pacientes diabéticos y con

tuberculosis, el tratamiento con metformina redujo el crecimiento intracelular de
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Mycobacterium tuberculosis, impidio el crecimiento de cepas resistentes a antibiéticos,
disminuyo la gravedad de la enfermedad y mejord el control de ésta (199). Ademas,
un estudio que examind la funcién inmunomoduladora de la metformina en la infeccion
por Legionella pneumophila en macrofagos demostré6 que este hipoglucemiante
disminuye el crecimiento intracelular de esta bacteria de forma dependiente de la
concentracion y del tiempo (200). Asimismo, en este mismo estudio se reportd que
ratones infectados con Legionella pneumophila y tratados con metfomina mostraron
una reduccion significativa del nimero de bacterias en el pulmoén. Por lo tanto, la
metformina estimula la inmunidad innata para mejorar la defensa contra la infeccion
por bacterias. Uno de los mecanismos de la metformina para reforzar la inmunidad
innata es a través del aumento en la expresion de péptidos antimicrobianos, como la
LL-37. Esta actividad fue reportada en células uroepiteliales en donde la metformina
logré incrementar los niveles de LL-37 en los lisosomas (157). Asimismo, otra
evidencia indica que la metformina también puede modificar el sentido de movimiento
de E. coli; particularmente se observé que los quimiorreceptores Tsr de E. coli se unen
a la metfomina, promoviendo una accién de tipo repelente e inhibiendo su motilidad
flagelar (201). Con base en nuestros datos, sugerimos que este farmaco también
estimula una respuesta protectora por parte de la placenta lo que conlleva a la

eliminacion intra y extracelular de E. coli.

Por otra parte, en esta tesis demostramos que la insulina puede reducir de manera
efectiva la infeccion por E. coli en la placenta humana de tercer trimestre. Esto
concuerda con evidencia en otro modelo, en donde se demostré que la insulina
disminuye la infeccion de UPEC en las células de la vejiga en un ambiente
hiperglucémico por medio de la via de sefalizacion de JAK/STAT (149). Ademas, en
un modelo de delecion del receptor de insulina especificamente en los ductos renales
en ratones diabéticos, se observi que la ausencia de este receptor resultd en mayor
conteo de colonias de E. coli y mayor riesgo de ITU (146). Estas evidencias indican
que la insulina, y su sefalizacion celular, representan un eje fundamental en la
defensa antibacteriana contra E. coli. En conjunto, nuestros resultados sugieren que
la insulina y la metformina ejercen efectos protectores contra la infeccion por E. coli
en la placenta humana en condiciones de hiperglucemia. Tal como se describio en la

literatura previamente citada, muchos de estos efectos protectores son
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independientes del efecto hipoglucemiante de la insulina y la metformina, sin embargo,
no se puede descartar otros efectos relacionados directamente con la disminucién de

las cifras de glucosa, lo que vale la pena explorar a futuro.

9.2. Respuesta inmune placentaria derivada del reto infeccioso por E. coli

Ademas de ser una barrera fisica, la placenta también es un 6rgano con actividad
inmunoldgica capaz de responder a la infeccion mediante la sintesis de diversas
quimiocinas, citocinas y péptidos antimicrobianos, como un mecanismo de defensa

frente a las bacterias que llegan a invadir la interfase materno-fetal (202).

Tal como era esperado, observamos que la infeccién por E. coli en la placenta humana
induce la secrecién de las citocinas pro-inflamatorias TNF-a, IL-6 e IL-1B alas 4y 8
h.p.i. La razén por la que se esperaba el aumento de citocinas inflamatorias en
respuesta a la infeccion placentaria esta relacionado con las vias de reconocimiento

y sefalizacion por las bacterias.

Particularmente, la activacién del sistema inmunitario innato de la placenta por
productos microbianos como el LPS (presente en la membrana de E. coli),
desencadena la produccién de citocinas pro-inflamatorias que es mediada en su
mayoria por la sefalizacién de TLRs/NF-kB; entre los TLRs, TLR4 es el principal
receptor que reconoce bacterias Gram negativas. De esta forma, tras la unién del LPS
al receptor TLR4, se activan cascadas de sefializacion que culminan en la produccion
de citocinas como TNFa, IL-1B, IL-6, asi como IFN tipo | (IFN-a, IFN-B, IFN-§, entre
otros), que son fundamentales para transmitir la respuesta inflamatoria y destruir al

patdgeno (203).

Sin embargo, y de manera interesante, en los explantes pretratados con glucosa 50
mM e infectados con E. coli se observé un comportamiento distinto en respuesta a la
infeccion. La secrecion de IL-1B fue significativamente menor en los explantes
infectados y pretratados con glucosa 50 mM con respecto a los explantes infectados
y con glucosa control; las demas citocinas no mostraron cambios significativos.

Nosotros hipotetizamos que el doble desafio de hiperglucemia mas la infeccion
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bacteriana desencadena una respuesta inmunosupresora, semejante a la respuesta

homeostatica inmunitaria denominada “Tolerancia a la endotoxina (TE)” (204).

La TE es una respuesta de las células inmunes que evita la sobreactivacion
innecesaria de la respuesta inflamatoria. Este mecanismo se describié tanto en
macrofagos de ratdn, como en ratas previamente expuestas al estimulo de LPS, en
los que un segundo estimulo (por re-exposicion al LPS) resultd en una capacidad
reducida para producir citocinas inflamatorias (205,206). Se piensa que esta
atenuacion de la respuesta inflamatoria es un mecanismo de proteccion ante el dafio
citotoxico que podria resultar la generacion de un ambiente inflamatorio exacerbado.
Asimismo, también se ha descrito que el mecanismo de TE también puede ser
originado por la exposicion con estimulos cruzados. Por ejemplo, se observo la caida
en la respuesta inflamatoria en macrofagos murinos expuestos al acido lipoteicoico
(que forma parte de la membrana de bacterias Gram positivas) y posteriormente
expuestas al LPS (207,208). Por lo tanto, esta respuesta de tolerizacidbn no es
exclusiva al LPS sino que parece ser generada por la sobreposicion de estimulos
inflamatorios. Finalmente, la TE es un fendbmeno que no se limita a la sepsis, ya que
se ha observado en otras patologias como el sindrome coronario agudo, cancer y

fibrosis quistica, siendo un mecanismo de proteccion frente al choque séptico (209).

Por lo tanto, nosotros hipotetizamos que el estado hiperglucémico empleado en este
modelo in vitro de DMG, resulta en un primer “hit” o golpe inflamatorio, mientras que
la infeccidn por E. coli representa el segundo “hit” inflamatorio. Como resultado de la
TE, se produce un estado de tolerancia cruzada caracterizada por una baja produccion
de IL-1p. Para reforzar esta teoria, en el laboratorio también se probé el doble estimulo
placentario con hiperglucemia e infeccion por S. agalactiae (una bacteria Gram
positiva comun en las infecciones cervicovaginales), y se observé nuevamente el
mecanismo de TE, pero en ese caso caracterizado por una baja produccion de TNF-
a e IL-6 (20). Por lo tanto, ésta es la primera evidencia en la que se plantea un nuevo
mecanismo de tolerancia cruzada entre la infeccion por E. coli y la hiperglucemia, lo

gue resulta en la atenuacion de la respuesta inflamatoria placentaria.

Para poder entender por qué la pre-exposicion a hiperglucemia resulta en una
disminuida sintesis de IL-1p (y no de otras citocinas) en respuesta a la infeccion por
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E. coli, vale la pena describir la produccion, maduracion y liberacion de IL-13 mediante
el inflamasoma. El inflamasoma es un tipo de PRR de localizacion citoplasmatica de
la familia de los NLRP (NOD con dominios de pirina y repeticiones ricas en leucina).
El inflamasoma mejor caracterizado es el NLRP3 que participa en la maduracion y
sintesis de IL-1B. Brevemente, se requiere de dos sefales para activar al inflamasoma
NLRP3. En primer término, un antigeno inespecifico activa a NFkB. Este factor de
transcripcion induce la expresion génica de NLRP3 y pro-IL-1B. Posteriormente, y
como segunda etapa, se activa el inflamasoma en respuesta a estimulos originados
por PAMPs (como derivados bacterianos, fungicos y virales), asi como DAMPs
estériles. La activacion del inflamasoma induce la actividad proteolitica de la pro-
caspasa-1, que a su vez corta un extremo de la pro-IL-1B, para dar origen a la forma

madura y biol6égicamente activa de IL-1B (210).

Distintas evidencias soportan la idea del control de la sintesis de IL-1B por el
inflamasoma en ambientes altos en glucosa. Por ejemplo, la hiperglucemia favorece
la produccion de NLRP3, la pro-caspasa 1 e IL-18 en el ventriculo izquierdo de ratones
diabéticos (211). Por lo tanto, nosotros consideramos que la secrecion disminuida de
IL-18 en la placenta hiperglucémica podria deberse a una inhibiciéon en la formacién
del inflamasoma o bien por la inhibicion de la caspasa 1 (20). Si bien esta
interpretacion se basa en multiples modelos y revision de la literatura cientifica, en
realidad no ha sido desarrollada en el cultivo de explantes placentarios sometido a
ambientes altos en glucosa. Por lo que, a modo de perspectiva a futuro, vale la pena

su desarrollo experimental para comprobar estas hipétesis.

Con relacién a los tratamientos con insulina y metformina, no se observé una
respuesta diferencial respecto a los explantes infectados y pre-expuestos a glucosa
50 mM; Unicamente mostraron diferencias significativas respecto a la condicion de
infeccion y glucosa 10 mM. Por lo tanto, la insulina y la metformina no fungieron como
moduladores adicionales de la respuesta inflamatoria secundarios a la hiperglucemia
y la infeccion por E. coli. Sin embargo, en un reporte previo de nuestro grupo de
laboratorio se demostr0 que la insulina y la metformina si actian como
antiinflamatorios en respuesta a la hiperglucemia en la placenta humana libre de

infeccion (20).
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10. CONCLUSIONES

En conclusion, nuestros resultados demuestran que:

a) La hiperglucemia favorece el crecimiento extracelular y la invasividad de E. coli
en la vellosidad placentaria.

b) El tratamiento con insulina o con metformina fortalece la defensa innata
placentaria a través de disminuir el conteo de colonias de E. coli y limitar su
adherencia e invasividad en la vellosidad.

c) El doble estimulo inflamatorio por la hiperglucemia y la infeccion de E. coli,
disminuye la secrecion placentaria de IL-1p3, lo que podria estar relacionado con
un mecanismo de Tolerancia a Endotoxina.

d) El tratamiento con insulina y con metformina no modificé el perfil inflamatorio

asociado a la infeccion + hiperglucemia.

En conjunto, estos hallazgos sugieren que la hiperglucemia es una condicién que
vulnera a las pacientes con DMG, aumentando el riesgo de infeccion placentaria, su
crecimiento e invasividad. Por otro lado, la insulina y la metformina son
inmunomoduladores eficaces y su administracién podria mejorar resultados adversos

maternos y fetales directamente relacionados con la infeccion en pacientes con DMG.
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ANEXO 1. Resumen del trabajo libre presentado en el XXV Congreso Nacional
de Inmunologia Querétaro 2023

Role of Insulin and metformin in the modulation of inflammatory profile
against Escherichia coli infection in a model of hyperglycemiain human

placenta

Villafuerte Pérez AAY%", Jiménez Escutia R'3, Vargas Alcantar D%, Flores Espinosa P!, Zaga Clavellina

V3, Veldzquez Sdnchez MP® and Olmos Ortiz A®

'Departamento de Inmunobioquimica, Instituto Nacional de Perinatologia Isidro Espinosa de los
Reyes, Ciudad de México 11000, México. 2Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, Universidad
Nacional Autbnoma de México, Ciudad de México 09230, México. 3Posgrado en Ciencias Bioldgicas,
Unidad de Posgrado, Universidad Nacional Autbnoma de México, Ciudad de México 04510, México.
4Posgrado en Ciencias de la Salud, Escuela Superior de Medicina, Instituto Politécnico Nacional,
Ciudad de México 11340, México. 5Departamento de Ginecologia y Obstetricia, Hospital Angeles
México, Ciudad de México 11800, México. alineearumi@comunidad.unam.mx

Gestational Diabetes Mellitus (GDM) is a common metabolic disorder during the
pregnancy, particularly in Mexico the reported prevalence of GDM was 23.7% in 2018.
GDM is associated with the increase of serum inflammatory markers and increased
risk for genitourinary infections during pregnancy. In addition, hyperglycemia is
positively associated with vaginal dysbiosis and adverse maternal-fetal outcomes. On
the other hand, insulin and metformin are prescribed as treatments for the glycemic
control during GDM, however, its modulatory role in the inflammatory profile of
placenta as well as its antimicrobial activity is not yet known. Therefore, in the present
work we developed an in vitro model of hyperglycemia that resembles the conditions
of GDM using third trimester placental explants to evaluate the modulatory effect of
insulin and metformin on the inflammatory profile of the human placenta against
Escherichia coli bacterial infection. Placental explants were cultured with glucose (10
and 50 mM), insulin (500 mM) or metformin (500 uM) for 48h, then infected with
Escherichia coli (1x10° CFU/mL) and finally we evaluated the inflammatory cytokine
secretion (TNF-qa, IL-1 and IL-6) by ELISA and bacterial tissue invasiveness after 4
and 8 h of infection. We found that under hyperglycemia conditions the two
hypoglycemic agents decreased the inflammatory effects and reinforced the inmune
placental response by decreasing the number of CFU/mL and cytokine release.
Altogether, these results suggest that the use of insulin and metformin could improve
adverse maternal and fetal outcomes during GDM. Funding: CONACyT CB-A1-S-
27832 and INPer 2018-1-152.
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ANEXO 2. Constancia por participar como ponente modalidad CARTEL en el
XXV Congreso Nacional de Inmunologia Querétaro 2023

| UNIVERSIDAD \ A\
| AUTONOMA xxv, 1
;J DE QUERETARO CONGRESO NACIONAL

6 DE INMUNOLOGIA
QUERETARO 2023

¥\ SOCIEDAD MEXICANA
- DE INMUNOLOGIA

OTORGAN LA PRESENTE

CONSTANCIA

{ Aline Arumi Villafuerte Pérez ]

Por su participacion como ponente modalidad CARTEL con el
trabajo titulado:

Role of Insulin and metformin in the modulation of inflammatory profile against
Escherichia coli infection in a model hyperglycemia in human placenta

XXV Congreso Nacional de Inmunologia
Querétaro 2023

Querétaro, Qro., México, del 4 al 8 de junio del 2023

ANTONIO ENCISO MORENO DR. JULIO

DR
PRESIDENTE SECRETARIO :
SOCIEDAD MEXICANA DE INMUNOLOGIA SOCIEDAD MEXICANA DE INMUNOLOGIA
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ANEXO 3. Aprobacion del proyecto 2018-1-152 por parte del Comité de
Investigacion y ética del Instituto Nacional de Perinatologia “Isidro Espinosa
Reyes”

INSTITUTO NACIONAL DIRECCION GENERAL
DE PERINATOLOGIA

ISIDRO ESPINOSA DE LOS REYES

INPER-DG - 0C0760 o018

CIUDAD DE MEXICO, A 02 DE OCTUBRE DE 2018.

DRA. ANDREA GUADALUPE OLMOS ORTIZ
INVESTIGADOR EN CIENCIAS MEDICAS

ADSCRITA AL DEPARTAMENTO DE INMUNOBIOQUIMICA
INSTITUTO NACIONAL DE PERINATOLOGIA
PRESENTE

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

Evaluacion del efecto de la insulina y la metformina sobre el perfil
inflamatorio y la inmunidad innata de la placenta humana en un modelo in
vitro de diabetes mellitus gestacional

Registro: 2018-1-152
Vigencia autorizada: 01/11/2018 al 30/10/2021
Monto autorizado: $555,000.00

En cuanto al monto econémico solicitado por usted para desarrollar el proyecto mencionado, la
asignacion dependerd estrictamente de la disponibilidad de los recursos fiscales
correspondientes y, en su caso, de la disponibilidad de los mismos entregados por agencias
financiadoras externas. Si requiere una extensién de tiempo para la terminacién del proyecto
deberd requisitar el formato correspondiente, y solicitarla un mes antes de la fecha de
vencimiento de la vigencia del mismo.

Me permito hacer de su conocimiento que, durante el desarrollo de este proyecto, deberd
entregar informes trimestrales y al concluir el mismo el informe técnico final y financiero
segln el formato institucional, para la presentacion de productos de investigacién, acompaiiado
de los documentos probatorios del misme.

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

ATENTAMENTE

DR. JORGRAFPURO CARDONA) PEREZ
DIRECTOR GENERAL

Montes Urales 800, C61. Lomas Virreyes, Del. Miguel Hidalgo, Ciudad de México, C.P. 11000
Teléfgrfos: 5520-9900 Ext. 108-109, e-mail: dirgral@inper.gob.mx
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ANEXO 4. Extension de vigencia del proyecto 2018-1-152

Fecha de la

Solicitud: 13.0ct.22 - 12:25

P Protocolo de investigacion
Numero de registro de Proyecto: 2018-1-152

Proyecto: | Titulo descriptivo del Proyecto: EVALUACION DEL EFECTO DE LA
INSULINA'Y LA METFORMINA SOBRE EL PERFIL INFLAMATORIO
Y LA INMUNIDAD INNATA DE LA PLACENTA HUMANA EN UN
MODELO IN VITRO DE DIABETES MELLITUS GESTACIONAL

Fecha de
Aceptacion
de
Solicitud:
Tipo de
Solicitud:

11.Nov.22

Extensién de Tiempo

Conforme a la siguiente propuesta:

Protocolo Original Extension

Fecha Inicio: 01.Nov.18
Fecha Terminacion: 30.0ct.22

Nueva Propuesta Extension

Fecha Inicio : 01.Nov.18
Nueva Fecha Terminacion: 01.Nov.23

Me permito informarle la decision tomada en el pleno del comité de
investigacion en su sesion del 25 de octubre de 2022, con respecto a la
extension de tiempo para el proyecto: “evaluacion del efecto de la insulina
y la metformina sobre el perfil inflamatorio y la inmunidad innata de la
placenta humana en un modelo in vitro de diabetes mellitus gestacional”
con no. de reg. 2018-1-152

Observaciones
a la Solicitud:

DICTAMEN: SE APRUEBA LA EXTENSION DE TIEMPO PARA
01 DE NOVIEMBRE DE 2023
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ANEXO 5. Dictamen de aprobacién del Hospital Angeles México

A Ay
A% A\
GRUPO ANGELES Hospital Angeles

DIRECCION DE SERVICIOS CLINICOS

Ciudad de México, a 08 de Marzo del 2021

DRA. ANDREA GUADALUPE OLMOS ORTIZ
INVESTIGADORA EN CIENCIAS MEDICAS SNI 1
INSTITUTO NACIONAL DE PERINATOLOGIA
"“ISIDRO ESPINOZA DE LOS REYES"

Por este medio, hacemos de su conocimiento que analizamos su invitacién de
participar en el proyecto de investigacién “EFECTO DE LA INSULINA Y LA METFORMINA
SOBRE LA INSULINA E INMUNIDAD INNATA EN TEJIDOS DE LA INTERFASE MATERNO-FETAL
EN UN MODELO DE DIABETES MELLITUS GESTACIONAL", con registro, aprobacién vy
financiamiento en el Instituto nUmero 2018-1-152 y en CONACyT CB-A1-S-27832.

Informamos a usted, que decidimos participar y realizar la recolecciéon de la muestra
solicitada (46 placentas y membranas), acorde al cdiculo de muestra de su proyecto
y criterios de inclusién.

La Dra. Ma. Del Pilar Veldzquez Sanchez, Jefa de la Division de Ginecologia y
Obstetricia del Hospital Angeles México, se encargard de realizar la seleccion de
pacientes, firma de consentimientos, reccleccién de muestras y mantener la
comunicacion y enlace entre los investigadores y el hospital.

Sin ofro particular.

ATENTAMENTE

DR. SE@T‘QLA PLASCENCIA.

DIRECTOR DE SERVICIOS CLINICOS

Agrarismo no. 208, Col. Escandon
Delegacion Miguel Hidalgo C.P. 11800 Ciudad de México.
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ANEXO 6. Aprobacion del proyecto R-2020-785-043 por parte del Instituto
Mexicano del Seguro Social

Unidad de Educacion, Investigacion y Politicas de Salud
Coordinacidn de Investigacién en Salud |M$

‘ S
MEX[CO ¢ Direccién de Prestaciones Médicas “;)q

GOBERNO DE LA REFUSLICA

Dictamen de Aprobacion
Martes, 28 de abril de 2020
Ref. 09-B5-61-2800/202000/

Dra. Maria de la Caridad Carranco Salinas

DIVISION DE GINECO-OBSTETRICIA, HOSPITAL DE GINECO OBSTETRICIA NUM. 4
LUIS CASTELAZO AYALA

D.F. Sur

Presente:

Informo a usted que el protocolo titulado: Efecto de la insulina y la metformina sobre la
inflamacién e inmunidad innata en tejidos de la interfase materno-fetal en un modelo de
diabetes mellitus gestacional, fue sometido a la consideracion de este Comité Nacional de
Investigacion Cientifica.

Los procedimientos propuestos en el protocolo cumplen con los requerimientos de las normas
vigentes, con base en las opiniones de los vocales del Comité de Etica en Investgacion y del
Comité de Investigacion del Comité Nacional de Investigacion Cientifica del IMSS, se ha emitido
el dictamen de APROBADO, con numero de registro: R-2020-785-043.

De acuerdo a la normatividad vigente, deberd informar a esta Comité en los meses de enero y julio
de cada afio, acerca del desarrollo del proyecto a su cargo. Este dictamen sélo tiene vigencia de un
afio. Por lo que en caso de ser necesario requerira solicitar una reaprobacion al Comité de Etica en
Investigacion del Comité Nacional de Investigacion Cientifica, al término de la vigencia del
mismo.

Ate ente
) /// 77 ‘/ L7 / /
/ Dra Maria Susana Navarrete Navarro

Secretaria Ejecutiva
Comité Nacional de Investigacion Cientifica

Anexo comentarios:
Se anexa dictamen
SNN/ iah. F-CNIC-2020-016

IMSS

SEGURILAD ¥ SOLIDARIDAD SOCIAL
4* piso Elogae " B"de la Tnidad de Covgresos A, Cuaubtémoc 220 Col, Docteres Médro U670 56276200 e 21210 rardse@uis 2ob mo
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ANEXO 7. Carta de consentimiento informado

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Nombre del estudio: EFECTO DE LA INSULINAY LA METFORMINA SOBRE LA
INFLAMACION E INMUNIDAD INNATA EN TEJIDOS DE LA INTERFASE
MATERNO-FETAL EN UN MODELO DE DIABETES MELLITUS GESTACIONAL

Ciudad de México a de del 20

No. de Expediente: Codificacion:

Justificacion y objetivo del estudio. Estimada sefiora, la estamos invitando a participar en
este estudio cuyo objetivo es evaluar el efecto de la insulina y la metformina sobre el perfil
inflamatorio y la inmunidad innata en los tejidos de la interfase materno-fetal en un modelo in
vitro de hiperglucemia que semeje el ambiente de la DMG. Tomando en cuenta que usted es
una paciente sana y suembarazo no tuvo ninguna complicacion importante, consideramos muy

valiosa su participacion en este estudio.

Es muy importante aclarar que su participacion en este estudio es completamente
voluntaria. Por favor lea toda la informacién que le proporcionamos y haga todas las preguntas

que desee antes de decidir si participa o no en el estudio.

Procedimientos: Para la realizacion de este estudio, no se tendra contacto fisico directo ni
con usted ni con su bebé sino Unicamente con la placenta después del alumbramiento. Tanto
la placenta como las membranas corioamniéticas se colocaran en un recipiente de acero
inoxidable estéril. Se podra tomar una muestra de sangre de la vena de cordén umbilical (25 —
35 mL), una vez expulsada la placenta. Todo el material punzocortante se colocara en el bote

de desechos correspondiente.

Posibles riesgos y molestias: Es importante aclarar que los tejidos seran utilizados
exclusivamente para los fines que fueron sefialados. Es obligacion del personal que participa
en este proyecto aclarar todas las dudas presentes e informarle que la donacion de estos tejidos

implica un riesgo minimo y no se asocia a ninguna molestia fisica.

Posibles beneficios que recibira al participar en el estudio: Su participacién no generara
ninglin gasto extra ni obligacidén alguna, asi como tampoco recibird nada a cambio de la

donacion.

Informacién sobre resultados y alternativas de tratamiento: Los datos obtenidos en este
estudio no tienen ninguna utilidad clinica para usted, por lo que no tendra acceso a ninguno de

los resultados generados.

Participacion o retiro: En el caso de que lo considere conveniente, usted puede negar su
participacion en el estudio. Ademas, si usted acepta participar puede retirar su consentimiento
y abandonar el estudio en cualquier momento que lo desee sin que ello afecte la atencién que

recibe en este Hospital.
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Privacidad y confidencialidad: Todos sus datos personales y clinicos seran manejados ¥y
resguardados de manera confidencial y ninguno de sus datos aparecera en presentaciones o
publicaciones que deriven de este estudio.

No autorizo a que se tome la muestra
Si autorizo que se tome la muestra solo para este estudio

Beneficios al término del estudio: La informacién y resultados derivados de este estudio
derivara Unicamente en productividad de orden cientifico, usted no tendra o recibira ningun tipo
de beneficio por su participacion en el estudio.

También nos permitimos informarle que toda la informacién y resultados generados en este
proyecto no tendran ningin uso de tipo comercial.

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podra dirigirse a la
Investigadora responsable del proyecto:

Dra. Andrea Guadalupe Olmos Ortiz. Tel: 55209900 Ext. 478. Correo electrénico:
nut.aoclmos@gmail.com

Mombre y firma de |la paciente MNombre y firma de quien obtiene el consentimiento

Nombre y firma del Testigo 1 MNombre y firma del Testigo 2
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ANEXO 8. Hoja de registro de las caracteristicas clinicas

CARACTERISTICAS CLINICAS DE LA PACIENTE

Nombre de la paciente

No. De expediente Edad No. de cama
Fecha de ultima menstruacién SDG

#Gestas Partos Cesareas Abortos

Nduseas:Si___ No____ Vomito:Si__ No__

Toma de Aspirina:Si_ No Dosis /SDG

Toma de Multivitaminicos:Si_ No Dosis /SDG

Transfusion sanguinea durante el embarazo actual: Si No SDG

Alergia a la Penicilina Otras
Enfermedad subyacente TX/ SDG
Infeccion TX/ SDG

Presion arterial

Peso materno al inicio de la gestacion Peso actual

Talla IMC pre-gestacional (peso [kg]/altura [m]?)

Ganancia de peso durante el embarazo (kg)

Peso de placenta (himedo en gramos)

DATOS DEL RECIEN NACIDO

Sexo APGAR

Peso Percentila peso/ edad gestacional:
Talla Percentila Talla/ edad gestacional:
Perimetro cefalico Percentila PC/ edad gestacional:

Observaciones generales:




ANEXO 9. Hoja de registro para el analisis microbioldgico de la placenta

Instituto Nacional de Perinatologia

Isidro Espinosa de los Reyes

DEPARTAMENTO DE INMUNOBIOQUIMICA

Laboratorio de Inmunologia de la Unidad Feto-Placentaria

Formato de analisis microbiol6gico

Protocolo:

2018-1-152 (Insulina)[_]  2019-1-15 (Galectina-1)[_]

IMSSI:I

La muestra se tomo en: INPerD

2020-1-14 (Melatonina)D

H.A.Ml:l H.A.IL I:I

FECHA:
Tipo de muestra:
Clave de experimento (s):
No. De expediente:
Pruebas microbiolégicas:
Microorganismo Negativo Positivo

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Streptococcus agalactiae

Candida albicans

Klebsiella sp

Ureaplasma urealyticum

Mycoplasma hominis

Otros:

Observaciones:

Nombre y firma del responsable del andlisis
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