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RESUMEN

La diabetes mellitus gestacional (DMG) es una complicacion del embarazo
caracterizada por resistencia periférica a la insulina, hiperglucemia e intolerancia a

los hidratos de carbono.

Esta complicacion provoca la desregulacion del sistema inmune innato tanto de la
madre como del feto en desarrollo, lo cual se refleja en la alteracion de la expresion
y secrecibn de marcadores pro-inflamatorios, quimiocinas y péptidos
antimicrobianos. Esta desregulacion se ha relacionado con un mayor riesgo de
desarrollar infecciones genitourinarias respecto a embarazos normoevolutivos. S.
agalactiae y E. coli representan la segunda y tercera causa de infecciones
bacterianas en mujeres con DMG.

Desafortunadamente, ambas bacterias pueden infectar al producto por via
ascendente y por tanto aumentan el riesgo de ruptura prematura de membranas y
parto pretérmino. Las mujeres con DMG presentan niveles alterados de las
guimiocinas séricas. Sin embargo, aun no es claro si esta desregulacion modifica la
quimioatraccion de células inmunes hacia la placenta en el escenario de una

infeccion en una paciente con DMG.

Por lo tanto, este trabajo se centré en estudiar el efecto de la hiperglucemia sobre
la capacidad quimiotactica de la placenta humana durante una infeccion por S.
agalactiae o E. coli. Para ello se utilizé un modelo ex vivo de explantes placentarios,
obtenidos de mujeres con embarazo normoevolutivo, sometidos a glucosa control
(10 mM) o alta glucosa (50 mM), y posteriormente se infectaron con 1x10%° UFC/mL

de S. agalactiae o E. coli.

Al término de los tiempos de infeccion (4 y 8 h) se cuantifico la secrecién de
guimiocinas, se evaluod la capacidad de defensa placentaria mediante el conteo de
unidades formadoras de colonia (UFC) y se observo la invasividad de las bacterias
en los explantes placentarios. Ademas, se aislaron células mononucleares
intervellosas (IVMCs) procedentes de sangre placentaria para realizar ensayos

funcionales de migracién en respuesta a los medios condicionados de explantes




placentarios. Se realizd la identificacion fenotipica de las células migrantes.

Finalmente, se cuantifico la expresion del TLR-2.

Como resultado se observo que la hiperglucemia disminuye la capacidad de
defensa placentaria, lo cual se reflej0 en mayores conteos de UFC (tanto de S.
agalactiae como de E. coli) y mayor invasividad o adherencia de las bacterias en el
tejido. Asimismo, la infeccion con S. agalactiae aumentd significativamente la
secrecion de las quimiocinas CCL-2, CCL-3, CXCL-8 y CXCL-16. Sin embargo, la
condicion combinada de infeccién por S. agalactiae e hiperglucemia resulté en la
reduccion significativa en la capacidad de secretar las quimiocinas analizadas. A su
vez, esta menor secrecion de quimiocinas resultd en menor migracion de IVMCs
hacia los medios condicionados de placenta (p < 0.05), sin observarse cambios
fenotipicos en las poblaciones de estas células.

Por otro lado, la hiperglucemia no modificé el perfil de secrecion de quimiocinas ni
la migracién de IVMCs en respuesta a la infeccion con E. coli.

En conjunto, estos resultados indican que la placenta es un 6rgano sensible a la
hiperglucemia, y que la pre-exposicion a altas concentraciones de glucosa
compromete las capacidades de defensa innata contra las infecciones bacterianas,
lo que resulta en mayor crecimiento e invasividad placentaria por S. agalactiae y E.
coli, y reduccion en la capacidad placentaria para secretar quimiocinas y por
consiguiente atraer IVMCs al sitio de infeccion por S. agalactiae debido a la menor
expresion de TLR-2.

Estos resultados subrayan la importancia del control glucémico en mujeres con
DMG durante el embarazo para prevenir complicaciones asociadas con las

infecciones bacterianas.




ABSTRACT

Gestational diabetes mellitus (GDM) is a pregnhancy complication characterized by
peripheral insulin resistance, hyperglycemia, and carbohydrate intolerance.

This complication deregulates both the innate immune system of the mother and the
developing fetus, leading to dysregulation in the expression and secretion of pro-
inflammatory markers, chemokines, and antimicrobial peptides. This deregulation
has been associated with a higher risk of developing genitourinary infections
compared to healthy mothers. S. agalactiae and E. coli represent the second and

third causes of bacterial infections in women with GDM.

Unfortunately, both bacteria can infect the fetus via ascending route, thereby
increasing the risk of premature rupture of membranes and preterm delivery.
Mothers with GDM have dysregulated levels of serum chemokines. However, it is
still unclear if this alteration modifies the chemotactic attraction of immune cells to

the placenta in the scenario of an infection in a patient with GDM.

Therefore, this work focused on studying the effect of hyperglycemia on the
chemotactic capacity of the human placenta during an infection by S. agalactiae or
E. coliin an ex vivo model of placental explants, obtained from mothers with normal
pregnancy, subjected to control glucose (10 mM) or high glucose (50 mM) conditions

was used, and subsequently infected with 1x10°> CFU/mL of S. agalactiae or E. coli.

At the end of the infection times (4 and 8 h), chemokine secretion was quantified,
placental defense capacity was evaluated by colony-forming unit (CFU) counting,
and bacterial invasiveness in placental explants was observed. Additionally,
intervillous mononuclear cells (IVMCs) were isolated from placental blood to conduct
functional migration assays in response to conditioned media culture. Phenotypic
identification of migrating cells was performed. Finally, TLR-2 expression was

quantified.

Results showed that hyperglycemia decreases placental defense capacity, reflected
in higher CFU counts (both for S. agalactiae and E. coli) and increased bacterial

invasiveness or adherence to the tissue. Furthermore, infection with S. agalactiae




significantly increased secretion of the chemokines CCL-2, CCL-3, CXCL-8, and
CXCL-16. However, the combined condition of S. agalactiae infection and
hyperglycemia resulted in a significant reduction in the ability to secrete the analyzed
chemokines, which resulted in decreased migration of IVMCs towards placental
conditioned media (p < 0.05), without phenotypic changes observed in these cell

populations.

On the other hand, hyperglycemia did not modify the chemokine secretion profile or
the migration of IVMCs in response to E. coli infection.

Taken together, these results indicate that the placenta is affected by hyperglycemia,
and pre-exposure to high glucose compromises innate defense capabilities against
bacterial infections, resulting in increased placental growth and invasiveness by S.
agalactiae and E. coli, and a reduction in placental capacity to secrete chemokines,
consequently reducing the attraction of IVMCs to the site of S. agalactiae infection
due to lower TLR-2 expression.

These findings underscore the importance of glycemic control in women with GDM

during pregnancy to prevent complications associated with bacterial infections.
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1.1 La placenta humanay su capacidad de defensa inmune

La placenta es un 6rgano de origen fetal compuesto por diferentes estirpes celulares
entre las que encontramos a los trofoblastos, células mesenquimales, células
endoteliales, células de Hofbauer (macrofagos placentarios), entre otras (Knéfler et
al., 2019). La placenta esta especializada en el intercambio continuo de nutrientes
y gases entre la madre y el feto (Huppertz, 2008); ademas, tiene funciones
inmunoldgicas y endocrinas que permiten el desarrollo del producto durante la

gestacion (Carrasco-Wong et al., 2020).

Por ejemplo, la placenta produce y secreta hormonas como el lactégeno placentario
(Cattini et al., 2020), la leptina (Pérez-Pérez et al., 2020) o la gonadotropina
coriénica humana (hCG) (Joya et al., 2015), las cuales median procesos importantes
para el establecimiento y mantenimiento del embarazo tales como la angiogénesis,
la inmunotolerancia, la decidualizacién del endometrio y el desarrollo fetal (Costa,
2016); a su vez, la placenta participa en la inmunidad, ya que funciona, junto con
las membranas corioamniéticas, como una barrera fisica que limita el ingreso de
patdgenos hacia el feto al separar el compartimento materno del compartimento
fetal (Heerema-McKenney, 2018). También participa como una segunda linea de
defensa al secretar mediadores inmunes como citocinas, quimiocinas o péptidos
antimicrobianos en respuesta a diferentes estimulos como una infeccion bacteriana
(Bukowska-Osko et al., 2021; Robbins & Bakardjiev, 2012).

1.1.1 Morfologia de la placenta humana

La unidad funcional de la placenta humana son las vellosidades placentarias,
estructuras formadas por la mesénquima, una capa de trofoblastos vellosos vy,

finalmente, una barrera o “escudo” de sinciciotrofoblasto (STB) (Gude et al., 2004).

Estas vellosidades estan rodeadas por las camaras intervellosas, espacios que se

llenan con sangre materna que entra en contacto directo con el STB, permitiendo el




intercambio de nutrientes y gases entre la mamay el feto (Huppertz, 2008; Turco &
Moffett, 2019). Debido al contacto directo entre las vellosidades placentarias y la
sangre materna, en el humano la placentacion es de tipo hemocorial (Roberts et al.,
2016).

Como ya se menciong, la vellosidad placentaria tiene una region estructural llamada
mesénquima, esta region se compone de células endoteliales fetales (capilares
fetales), células mesenquimales, células de Hofbauer y fibroblastos (Bushway et al.,
2014; Zhou et al., 2022); estos ultimos proporcionan el soporte y la microarquitectura
tridimensional de la vellosidad placentaria (Burton & Fowden, 2015).

Siguiendo de adentro hacia fuera, la siguiente capa que compone a la vellosidad
placentaria son los citotrofoblastos vellosos (CTBs), estos forman una capa de
células mononucleares alineada con la mesénquima, y al ser células proliferativas,
su funcion es dar origen al STB y a los trofoblastos extravellosos (EVTS),
permitiendo asi un recambio continuo de estas estirpes celulares no proliferativas
(Gamage et al., 2016).

Por ultimo, el STB son células de origen velloso (CTBs) fusionadas, dando lugar a
una Unica estructura que recorre y envuelve a toda la vellosidad placentaria,
teniendo alrededor de 58 billones de nlicleos y un area de 12-14 m? al término del

embarazo (Liu et al., 2018).

En la Figura 1 se muestra un esquema de la anatomia de la placenta y de las
vellosidades placentarias, para ilustrar lo anteriormente descrito.
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Figura 1. Anatomia de la placentay de las vellosidades placentarias. La placenta esta
conformada por las vellosidades placentarias, las camaras intervellosas y el trofoblasto
extravelloso. Este 6rgano permite el intercambio de nutrientes y gases desde la madre hacia
el feto, y viceversa. La placenta humana se encuentra en contacto directo con la sangre
materna a través de las vellosidades placentarias; por lo que se considera que su
placentacion es de tipo hemocorial. A su vez, cada vellosidad estd conformada por
citotrofoblastos rodeados por una capa multinucleada de sinciciotrofoblastos. Ademas de
los trofoblastos, en las vellosidades se encuentran células endoteliales que forman los
capilares fetales, células de Hofbauer y la mesénquima placentaria (fibroblastos junto con
fiboras de colageno). Afuera de la vellosidad, se encuentran los citotrofoblastos
extravellosos, los cuales migran hacia la decidua y el primer tercio del miometrio, para
permitir la remodelacion de las arterias espiraladas. Figura creada por Rodrigo Jiménez con
BioRender.com




1.1.2 Sistema inmune en la placenta humana

El sistema inmune es el encargado de mantener la homeostasis en nuestro cuerpo
y responder ante estimulos, lo cual logra realizando dos acciones principales:

reconocimiento y respuesta (Kindt et al., 2007).

El reconocimiento lo realiza a través de receptores de patrones moleculares (PRRS)
como los receptores tipo Toll (TLRS), los receptores tipo NOD (NLRs), los receptores
tipo RIG-1 (RLRS), etc. (Rumpret et al., 2022). Estos receptores son capaces de
reconocer patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs) como el &cido
lipoteicoico (LTA) de las bacterias gram positivas (Fournier, 2013) o el
lipopolisacéarido (LPS) de las bacterias gram negativas (Chen et al., 2021); asi como,
patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs) como el &cido desoxirribonucleico
(DNA) o la proteina de caja 1 del grupo de alta movilidad (HMGB1) (Sattler, 2017).
Posterior al reconocimiento del estimulo, se desencadena la funcion efectora o

respuesta inmune.

Es importante entender que la respuesta inmune durante del embarazo es un
equilibro complejo, ya que el sistema inmune de la madre debe tolerar la presencia
del feto semi alogénico y permitirle desarrollarse, a la vez que mantiene su
capacidad de montar una respuesta rapida frente a una infeccién (Yang et al., 2019).
En estas secciones se describen los principales aspectos de la capacidad de

defensa inmunoldgica de la placenta humana.
1.1.2.1 Respuestainmune innata en la placenta

Como ya se explicé al inicio de esta seccion, el sistema inmune primero tiene que
reconocer el estimulo a través de los PRRs; en este sentido, se ha descrito que en
la placenta humana los TLRs se expresan de una manera espacio-temporal
dependiente. Asi pues, la placenta es capaz de sensar los PAMPs asociados a una
gran variedad de patdgenos, como bacterias, virus, hongos y parasitos. En la Tabla
1 se presentan los TLRs (TLR1-10) descritos en la placenta humana, asi como sus

ligandos y su expresion relativa a lo largo de la gestacion.




Tabla 1. Patron temporal de expresion de TLRs en el trofoblasto humano.

Expresion relativa de TLRs

Principales ligandos 1¢" 2do 3er
trimestre | trimestre | trimestre
Lipopéptidos triacetilados y lipoproteinas de bacterias Gram positivas. Cuando el
TLR1 TLR1 forma heterodimero con TLR2, también reconoce peptidoglicanos y ++ ++ -
lipoproteinas triacetiladas
Acido lipoteicoico y lipoproteinas de bacterias Gram positivas,
TLR2 lipoarabinomananos de micobacterias y zimosanos de levaduras. ++ it et
Puede reconocer lipopéptidos diacetilados o triacetilados dependiendo de su perfil
de heterodimerizacion
TLR3 RNA de doble cadena ++ ++ +++
Lipopolisacaridos de bacterias Gram negativas, paclitaxel, proteinas de choque
TLR4 térmico, heparano sulfato, especies reactivas de oxigeno, fibrinégeno y ++ +++ it
fibronectina
TLR5 Flagelina de bacterias Gram positivas y Gram negativas ++ ++ ++
TLR6 Lipopéptidos diacetilados de micoplasmas. El TLR6 heterodimeriza con TLR2 -/+ + i
RNA de cadena sencilla y pequefios compuestos sintéticos como analogos de
TLR7 . S Nt + ++ +
guanosina o imidazoquinolina
TLRS RNA de cadena sencilla 'y pequefios compuestos sintéticos como analogos de + it et
guanosina o imidazoquinolina
TLR9 Elementos CpG no metilados de DNA viral de cadena sencilla y DNA fetal - + +
TLR10 RNA de doble cadena + + +

El nivel de expresion se presenta en unidades arbitrarias: - indetectable, + expresion baja, ++ expresion

moderada, +++ expresion alta. Tomado de (Olmos-Ortiz, Flores-espinosa, et al., 2019). TLR: Receptor tipo Toll.




En esta tesis nos centraremos principalmente en el TLR4, capaz de sensar la
infeccion por Escherichia coli (E. coli) ya que detecta el LPS presente en su pared
celular; y en el dimero TLR2/TLR6 ya que detecta la presencia de Streptococcus

agalactiae (S. agalactiae) a través del reconocimiento del LTA (Sacre et al., 2007).

Cuando la placenta detecta la presencia de patdégenos inicia una respuesta mediada
por la secrecion de citocinas pro-inflamatorias como interleucina 6 (IL-6), el factor
necrotico tumoral alfa (TNF-a) e interleucina 1 beta (IL-18) (Duval et al., 2019; Xiao
et al., 2022); quimiocinas con motivo C-C ligando 2, 3y 5 (CCL-2, CCL-3, CCL-5) o
guimiocinas con motivo C-X-C ligando 8, 10, y 16 (CXCL-8, CXCL-10, CXCL-16),
etc. (Argueta et al.,, 2022; Fan et al., 2019; Guo et al.,, 2022; Ma et al., 2007
Megnekou et al., 2023).

Ademas, el STB tiene la capacidad de secretar constitutivamente péptidos
antimicrobianos, vesiculas cargadas con microRNAs con propiedades
antimicrobianas (Bayer et al., 2018; Delorme-Axford et al., 2013), e interferén

gamma (INF-y) con propiedades antivirales (Bayer et al., 2016).

En conjunto, la capacidad para producir y secretar estos mediadores inmunolégicos
demuestra que la placenta es capaz de montar una respuesta innata ante un reto
infeccioso a través de los péptidos antimicrobianos, mientras favorece la migracion
y activacion de células inmunes como monocitos, macrofagos y células natural killer

(NKSs) en el sitio de infeccion.

Ademas, la placenta funge como una barrera fisica que impide la entrada de
microorganismos hacia el feto. Especificamente, el STB es quien se encarga de
mediar este fendmeno, por ejemplo, bloquea el ingreso del virus del herpes simple
al disminuir la expresion de Hve A, Hve B y Hve C (mediadores del ingreso del virus)
(Koi et al., 2002), y tiene una alta resistencia a la infeccién por L. monocytogenes
(Robbins et al., 2010).

En la Figura 2 se resumen los aspectos mas importantes de la respuesta inmune

innata en la placenta humana.
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Figura 2. La respuesta inmune innata de la placenta humana. El sinciciotrofoblasto
juega un papel importante en la inmunidad durante el embarazo, pues expresa los
receptores tipo toll (TLR), permitiendo detectar patégenos y montar una respuesta inmune
para evitar su invasion; en este sentido, la placenta es capaz de producir y secretar péptidos
con actividad antimicrobiana, asi como, citocinas y quimiocinas para permitir el
reclutamiento y activacion de células inmunes como monocitos, macréfagos y NKs. Figura
creada por Rodrigo Jiménez con BioRender.com
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1.1.2.2 Células inmunes en la placenta

De forma clasica, se acepta que los linfocitos T, linfocitos B, células NK (NKs),
células dendriticas y macréfagos que se encuentran presentes tanto la placenta
como en la decidua, forman parte de la macroestructura conocida como interfase
materno-fetal (Faas & de Vos, 2017).

Dentro de esta macroestructura se ha descrito que las NKs presentes en la decidua
expresan un fenotipo diferente al de las NKs periféricas (CD16- CD56P'ght/superbright y,
CD16*CD56", respectivamente), y alcanzan una proporcion del 70% de los
leucocitos deciduales durante el primer trimestre. Estas células entran en contacto
con los EVTs, permitiendo su invasividad y remodelacion de las arterias espiraladas
(Hanna et al., 2006).

En el caso de los macrofagos, se ha descrito que durante el primer trimestre
conforman del 20% al 30% de los leucocitos deciduales (Faas & de Vos, 2017). En
el periodo de pre-implantacion y hacia el final del tercer trimestre expresan un
fenotipo tipo M1 de forma mayoritaria; posteriormente, experimentan una transicion
a un perfil mixto M1/M2 que se mantiene desde los primeros contactos de los
trofoblastos con el endometrio hasta que se completa la remodelacién vascular de
las arterias espiraladas. Cuando concluye la formaciéon de la placenta y la
remodelacion vascular, su fenotipo tiende a ser M2; por lo que regulan funcionas
tan diversas como permitir la implantacion del blastocisto o contribuir al estado de
inmunotolerancia (Liu et al., 2017).

Actualmente no se ha podido determinar completamente el papel de los linfocitos T
en la interfase materno fetal. Se sabe que durante el primer trimestre pueden estar
presentes en una proporcion del 10 al 20% en la decidua (Nancy & Erlebacher,
2014), y se les ha asociado tanto con la invasividad de los EVTs hacia la decidua y
el miometrio materno, como en la formacion de la placenta; asimismo, su
desregulacion ha sido descrita en patologias del embarazo como la preeclampsia 'y
la restriccion del crecimiento intrauterino (Yang et al., 2019).
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Sin embargo, s6lo hemos hablado de las estirpes presentes en la decidua materna,
ya que hasta el momento existe poca informacion sobre la proporcion y funcién de
células inmunes embebidas en la propia placenta. Al respecto, es de esperar que
estas células se encuentren de forma transitoria junto a las vellosidades placentarias
gracias al continuo flujo de sangre entre la madre y el bebé, ya que se sabe que el
volumen de sangre se recambia de dos a tres veces cada minuto (Wang & Zhao,
2010).

Un estudio demostré que en placentas de embarazo a término (semana 39) es
posible encontrar y aislar células MAIT (células T asociadas a mucosas) de origen
materno; ademas, estas células son capaces de responder ante un reto infeccioso
por E. coli de forma mas potente al secretar mas INF-y, granzima B y perforina que
las células MAIT aisladas de sangre periférica (Solders et al., 2017). Ademas, el
mismo grupo de trabajo ha demostrado que estas células son capaces de migrar en

respuesta a quimiocinas secretadas por la placenta (Solders et al., 2019).

En otro estudio se reporté que es posible aislar células mononucleares como
macréfagos, monaocitos, linfocitos T, linfocitos B y NKs de la sangre placentaria, y
gue éstas tienen un fenotipo diferente a las encontradas en sangre periférica (Vega-
Sanchez et al., 2010). En la Tabla 2 se muestra la proporcion de estas células en la
sangre placentaria proveniente de placentas de tercer trimestre y sangre materna
periférica, de acuerdo con los resultados obtenidos por estos autores (Vega-
Sanchez et al., 2010). Ademas de las células previamente mencionadas, también
es posible encontrar células NKT en la sangre intervellosa. Se trata de una subclase
de linfocitos T que expresan el receptor de células T-af3, asi como los marcadores
CD56 y CD16, tipicos de las células NK. De ahi la combinacién en el nombre NKT.
Estas células expresan el CD1 por lo que reconocen antigenos lipidicos

presentados por moléculas CD1d (Bayatipoor et al., 2022).
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Tabla 2. Subpoblaciones de células mononucleares intervellosas en placenta a
término (semana 39 de gestacién). Adaptada de Vega-Sanchez et. al, 2010.

Sangre periférica

Sangre placentaria

Subpoblacién de IVMCs

o SERREERER AR YIS ) (%)

Linfocitos T Totales (CD3*) (13 33:280 0) (8 42?'528 8)
Linfocitos T CD4* 8 639';3 0) 5 03_1'753 0)

_ _ N 23.9 24.0
Linfocitos T CD8 (11.0 — 62.0) (7.5 -61.6)
Monocitos/Macrofagos (CD14") 2 03;06 7) 3 05_%7 5)

) ) 12.3 7.4
Células NK (CD56") (3.2 — 28.8) (0.7 — 20.9)

. : . 3.6 4.9
Linfocitos B (CD19%) (0.1 - 10.8) (0.3-13.9)

IVMCs: células mononucleares de sangre intervellosa. Datos presentados como promedio
(minimo-méximo). El promedio se obtuvo con valores agregados de 10 experimentos

independientes.

Por su parte, Solders et. al., (2017), también reportaron la proporcion de células

inmunes presentes en sangre intervellosa de placentas a término; en su caso, estas

son las proporciones encontradas.

Tabla 3. Subpoblaciones de células mononucleares intervellosas en placenta a

término (semana 39 de gestacién). Adaptada de Solders et. al, 2017.

Subpoblacion de IVMCs

Sangre periférica

0]

Sangre placentaria

(%)

Linfocitos T Totales (CD45*/ CD3") (54_3??:771_5) (30_25%570_4)
Linfocitos T (CD3*/CD4") (40.85—.?32.6) (26.(?2—'573.5)
Linfocitos T (CD3*/CD8") (14,3?7—-254.8) (19_25:%5_9)

Monocitos/Macrofagos (CD45/CD14%) (13.223:226.8) (5.81—5'25.7)

Linfocitos B (CD45*/CD19*CD20%) (3'65_'111'6) (3.81_2 ';8_7)

Células NK clésicas (CD45*/CD569™CD3") (1_43;76_1) (2_211'618_3)

Células NKT (CD45*/CD56*CD3") (0.82;25.4) (0_93;99_7)

Datos presentados como promedio (minimo-méximo). n = 10 experimentos independientes.
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Con estos reportes, podemos notar que la poblacibn més abundante de células
mononucleares en la sangre intervellosa placentaria son los linfocitos T, existiendo
discrepancia entre la abundancia de monocitos y células NK; mientras que los

linfocitos B son la poblacion menos abundante.
1.2 Diabetes mellitus gestacional (DMG)

La diabetes mellitus gestacional es una patologia del embarazo caracterizada por
hiperglucemia, resistencia periférica a la insulina e intolerancia a los carbohidratos
(De Luccia et al., 2020). Esta enfermedad es definida como un tipo de diabetes
diagnosticada en el segundo o tercer trimestre del embarazo que no era claramente
una diabetes (American Diabetes Association, 2023). Se considera que el principal
factor de riesgo para el desarrollo de la DMG es que la paciente presente sobrepeso
u obesidad pre-gestacional, junto con un aumento rapido de peso durante el
embarazo (Olmos-Ortiz et al., 2021). Sin embargo, existen otros factores de riesgo,
entre los que encontramos: antecedentes familiares de diabetes mellitus tipo 2 o
DMG, edad avanzada de la madre o padecer otras enfermedades que favorecen la
resistencia periférica a la insulina como el ovario poliquistico (Alejandro et al., 2020;
Moon et al., 2017).

Desafortunadamente, el padecer DMG condiciona la salud tanto de la madre como
del neonato. A corto plazo, las mamas con DMG presentan mayor riesgo de padecer
hipertension gestacional, preeclampsia, infecciones de vias urinarias, parto
pretérmino y ruptura prematura de membranas (Giuliani et al., 2022; Lorenzo-
Almorods et al., 2019; O’Sullivan et al., 2011), mientras que, a largo plazo se ha
descrito mayor riesgo de desarrollar diabetes mellitus tipo 2 y enfermedades
cardiovasculares; por su parte, el recién nacido tiene mayor riesgo de: nacimiento
prematuro, presentar depresion respiratoria, hipoglicemia neonatal, macrosomia y
distocia de hombros. Ademas, en el futuro aumenta la probabilidad de desarrollo de

DM2 en la adolescencia o la vida adulta (Chiefari et al., 2017; Giuliani et al., 2022).

Hasta el momento no se cuenta con una unica prueba estandarizada para el
diagnéstico de la DMG. Esto se debe a que cada organizacion, como el colegio

americano de obstetras y ginecdélogos (ACOG), la asociacion internacional de
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grupos de estudio de diabetes y embarazo (IADPSG), el Instituto Nacional para la
Excelencia en Salud y Atencion del Reino Unido (NICE), etc., presentan diferentes
criterios diagnosticos (Lende & Rijhsinghani, 2020). Un estudio de 2018 analiz6 las
practicas implementadas para el diagnostico de esta patologia en México, y
encontrdé que en nuestro pais principalmente se utiliza la prueba de tolerancia oral
a la glucosa (OGTT) de un paso utilizando 75 g de glucosa como carga inicial
(Dainelli et al., 2018), criterio recomendado por la IADPSG. En este estudio se mide
la concentracion de glucosa en sangre en ayuno y posteriormente se da a beber a
la paciente 75 g de glucosa disuelta en un vaso de agua; tras una y dos horas
nuevamente se mide la concentracion de glucosa en sangre. Se considera que el
resultado es anormal si una sola medicién esta por encima de las concentraciones
corte (92 mg/dL en ayuno, 180 mg/dL a la hora, 0 153 mg/dL a las 2 h post-glucosa)
(Chiefari et al., 2017).

1.2.1 DMG en México

En 2021, la Federacion Internacional de Diabetes (IDF) reportd que a nivel mundial
el 16.7% de los embarazos cursaron con hiperglucemia. De este porcentaje, el
80.3% fue debido a diabetes mellitus gestacional. En el caso de América del Norte,
se reportdé una prevalencia del 17.2% (International Diabetes Federation, 2021).

En el caso especifico de México, aln no se cuenta con la tasa oficial de prevalencia
(Sosa-Rubi et al., 2019; Vazquez-Martinez et al., 2023); sin embargo, existen
algunos reportes que estiman este dato. Por ejemplo, en 2014 se estim6é una
prevalencia de 8.7% a 17.7% (Gonzalez-Ruiz et al., 2014), mientras que para 2018
la prevalencia reportada fue de 23.7% (Dainelli et al., 2018). Ademas, se cuenta con
reportes de la prevalencia de DMG en diversas regiones del pais o en institutos de
salud. Por ejemplo, en 2023 en Tamaulipas se reportd una prevalencia de 44.5%
(Violante-Ortiz et al., 2023); en otro estudio realizado en el centro-sur del pais se
reporté una prevalencia de 13.7% de DMG en mamas con obesidad pregestacional
(Hernandez-Ruiz et al., 2023); finalmente, en el Instituto Nacional de Perinatologia
(INPer), en 2022, se reporto una tasa combinada de DMG y diabetes preexistente
de 9.8%.
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Desafortunadamente, se espera que la prevalencia de DMG en el pais continte en
aumento en un futuro. Esto debido a que se ha observado aumento en la proporcién
de mujeres en edad fértii que padecen obesidad, y tal como se describio
previamente, éste es un factor de riesgo para el desarrollo de DMG. El aumento en
obesidad en nuestro pais se puede observar comparando las Encuestas Nacional
de Salud y Nutricion (ENSANUT) desde 2006 hasta 2022. En 2006, se reportd una
proporcion de 34.6%, en 2012 este valor fue de 37.5%, en 2016 aumento a 38.6%
y finalmente, en 2022 se report6 una prevalencia del 41.0% (Campos-Nonato et al.,
2023; Shamah-Levy et al., 2020).

1.2.2 Fisiopatologia de la DMG

A modo de resumen, la DMG se genera cuando la madre es incapaz de responder
a la resistencia fisioloégica a la insulina generada durante el embarazo,

desencadenando un estado de hiperglucemia crénica (Sweeting et al., 2022).

Fisiologicamente es necesario que la sensibilidad a la insulina varie a lo largo de la
gestacion (Filardi et al., 2019), entendiendo esta sensibilidad como la capacidad
celular de responder a esta hormona a través de la sefializacién por su receptor,
especialmente en células insulino-dependientes como los adipocitos y los miocitos
(Lee et al., 2022). Durante el primer trimestre, la sensibilidad a la insulina incrementa
permitiendo la absorcion y almacenamiento de glucosa como una fuente de energia

que se utilizar4 conforme el embarazo progrese (Plows et al., 2018).

Posteriormente, la sensibilidad a la insulina decrece y los niveles maternos de
insulina aumentan alrededor del 50% (Stern et al., 2021a). Esta disminucién en la
sensibilidad o el aumento en la resistencia a la insulina estd mediada por la
produccion de hormonas maternas y hormonas placentarias, como estrogenos,
leptina, cortisol, lactégeno placentario, progesterona o la hormona de crecimiento
placentaria (Kaminska et al., 2022). En un embarazo normoevolutivo, este aumento
en la resistencia a la insulina es necesario para aumentar los niveles de glucosa en
sangre materna y permitir su transporte a traves de la placenta hacia el feto y
favorecer su rapido crecimiento (Simpson et al., 2018). Finalmente, al término de la

gestacion desaparece esta resistencia fisioldgica a la insulina y vuelve a los niveles
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observados antes del embarazo (Stern et al., 2021b). En la mayoria de los
embarazos, el cuerpo materno puede compensar de forma exitosa el aumento de la
resistencia a la insulina mediante la hiperplasia e hipertrofia de las células B-
pancreaticas, promoviendo una mayor sintesis y secrecion de insulina (Plows et al.,
2018).

Aln no se cuenta con un modelo integral y definitivo que explique la fisiopatologia
de la DMG, sin embargo, se ha apuntado que la hiperglucemia es producto de la
resistencia a la insulina y una inadecuada generacién de esta hormona debido a
una mala adaptacion y disfuncion de las células B-pancreaticas (Catalano, 2014).
En el caso de la resistencia a la insulina, se ha relacionado con el bloqueo de uno
0 mas procesos a lo largo de su via de sefializacion como; sintesis,
almacenamiento, secrecidn, union con su receptor, bloqueo en la cascada de
sefalizacion o en la translocacion del transportador de glucosa 4 (GLUT4) a la

membrana celular (Tokarz et al., 2018)

Al respecto de la disfuncion de las células B-pancreéticas, se ha descrito que
pacientes con diabetes mellitus tipo 2 o con DMG presentan aumento en la
concentracion de citocinas pro-inflamatorias, como el factor necrético tumoral alfa
(TNF-a)), que disminuyen la funcion y diferenciacion de estas células, ademas de
disminuir la sensibilidad de los tejidos a la insulina (Yang et al., 2018). Asimismo, se
ha descrito que la continua exposicion de estas células a altos niveles de lipidos en
pacientes con obesidad conlleva a un estado de lipotoxicidad afectando la
produccion de insulina, siendo éste otro posible mecanismo del desarrollo de DMG
en mujeres con obesidad pregestacional. Finalmente, otra posible explicacién a la
disfuncion de las células B-pancreéticas es la desregulacion de las citocinas
secretadas por el tejido adiposo (adipocinas). Por ejemplo, la leptina, la cual se ha
demostrado que disminuye la secrecion de insulina en respuesta a la hiperglucemia

y su capacidad de proliferaciéon celular (Tessier et al., 2013; Wang et al., 2010).

Como resultado de la resistencia a la insulina y la disfuncion de las células j-
pancreaticas, se establece un estado de hiperglucemia crénica después de la

semana 24 de la gestacion y con ello inicia el cuadro de la DMG.
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1.2.3 Meta-inflamacién durante la DMG

Durante la DMG, las pacientes presentan un estado de inflamacion de bajo grado
conocido como meta-inflamacién (Catalano, 2014). La meta-inflamacién se ha
descrito en pacientes con padecimientos crénicos que alteran la respuesta
inflamatoria (incluida la DMG), y se caracteriza por aumento en la concentracion de
citocinas pro-inflamatorias como IL-6, TNF-a e IL-13 en sangre periférica y en la
placenta (Huang et al., 2022), asi como aumento en la infiltracién y activacion de
células inmunes como macrofagos o neutréfilos en ausencia de dafio tisular
(McElwain et al., 2021). Ademas, la concentracion de marcadores anti-inflamatorios
como adiponectina e IL-10 se ve disminuida en estas pacientes (Huang et al., 2022;
Tagoma et al., 2022).

Actualmente, se han descrito varios mecanismos que intentan explicar el aumento
en la concentracion de citocinas pro-inflamatorias. Por ejemplo, la rapida hipertrofia
e hiperplasia de los adipocitos en las mujeres con obesidad pre-gestacional o con
DMG genera zonas con pobre vasculatura y por tanto baja oxigenacion. Estas
microzonas hipéxicas aumentan la sefializacién por el factor inducible por hipoxia 1
alfa (HIF-1a) y la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y de patrones
moleculares asociados a dafio (DAMPSs). Los DAMPs son reconocidos por los TLRs
y esto activa al factor de transcripcion nuclear kappa B (NF-kB) y la subsecuente
sintesis y secrecion de TNF-a e IL-6 (Ahmed et al., 2021; Nguyen-Ngo et al., 2019).
Ademas del tejido adiposo, la propia placenta es responsiva a la hiperglucemia
mediante la sintesis de citocinas pro-inflamatorias. Ensayos in vitro han mostrado
que el aumento en el transporte de glucosa por los trofoblastos (mediante el
transportador de glucosa 3 (GLUTS3), deriva en mayor secrecion de IL-18, IL-6, IL-8
y HMGB1 (Heim et al., 2018). Finalmente, se ha observado que pacientes con DMG
tienen mayor concentracién de productos de glicacion avanzada (AGES) (proteinas,
lipidos y acidos nucleicos glicosilados) debido de la hiperglucemia (Li & Yang, 2019);
a su vez, estos AGEs y su receptor (RAGE), se han relacionado con inflamacion
vascular a través de la via AGEs/PKC I/ ERK1/2/ EGR-1 durante la DMG

(Rajaraman et al., 2019). La union de los AGEs con RAGE deriva en inflamacion e
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inmunosupresion a través de la generacion de citocinas, ROS e intermediarios
reactivos de nitrogeno (Shen et al., 2020). En consecuencia, la generacion de AGEs
debido a la hiperglucemia es otro mecanismo que explica el aumento en la

concentracion de citocinas pro-inflamatorias en maméas con DMG.
1.2.4 Desregulacion de la expresion de quimiocinas durante la DMG

Desafortunadamente, la DMG no sélo implica una desregulacion a nivel de citocinas
pro-inflamatorias sino que también esta alterada la sintesis periférica de quimiocinas
(Liu et al., 2022).

Las quimiocinas son importantes mediadores en la respuesta inmune pues se
encargan de reclutar células inmunes innatas y adaptativas (Sokol & Luster, 2015).
En el contexto de la DMG, diversos autores se han dado a la tarea de cuantificar la
concentracion o expresion de quimiocinas en sangre periférica y en la placenta de
madres con esta enfermedad (Darakhshan et al., 2019; Lekva et al., 2017; Pan et
al., 2021; Swirska et al., 2018; Zhang et al., 2017). Los resultados que se han
obtenido son contrastantes, por lo que no se ha podido esclarecer el papel de las

guimiocinas en el desarrollo de la DMG.

Recientemente un metaanalisis que incluyé 17 articulos publicados entre 2004
y2021 demostré que la DMG conlleva al aumento en la concentracion de CCL-2,
CXCL-8 y CXCL-12 en sangre periférica, mientras que a nivel de tejido no se
encontré diferencia en la concentracion de quimiocinas en placentas de madres con

DMG respecto a la de madres normoevolutivas (Liu et al., 2022).

Sin embargo, hasta ahora no se ha estudiado como la hiperglucemia asociada a la
DMG modifica la secrecién de quimiocinas ante un reto infeccioso en la placenta
humana. En este sentido, el presente trabajo se centrar4 en estudiar el efecto
combinado de la hiperglucemia y una infecciébn por Streptococcus agalactiae o
Escherichia coli sobre la secrecion placentaria de las quimiocinas CCL-2, CCL-3-
CCL-5, CXCL-8, CXCL-10 y CXCL-16, ya que como se ha mencionado
anteriormente, estas quimiocinas son secretadas por la placenta y se han

relacionado con patologias del embarazo como DMG, ruptura prematura de
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membranas y parto pretérmino (Gomez-Lopez et al., 2010; Jaworska et al., 2021;
Lin et al., 2023; Liu et al., 2022; Shi et al., 2020). Asimismo, también se estudiara el
efecto de la hiperglucemia en la capacidad placentaria de quimioatraer células
iInmunes hacia la placenta para montar una respuesta inmune ante un reto

infeccioso por S. agalactiae o E. coli.

En la siguiente tabla se describe a cual estirpe celular atrae cada quimiocina, asi

como su receptor asociado.

Tabla 4. Células inmunes atraidas por las quimiocinas en estudio

CCL-2 Monocitos y células NK CCR-2
CCL-3 Linfocitos T, macréfagos CCR-1y CCR-5
y monocitos
CCL-5 Células NK, CCR-1, CCR-3y CCR-5

macrofagos, Linfocitos T
CD8" y monocitos

CXCL-8 Neutrdfilos CXCR-2

CXCL-10 Linfocitos T, linfocitos B CXCR-3
y células NK

CXCL-16 Monocitos 'y células CXCR-6
NKT

Fuentes: (Arck & Hecher, 2013; Bao et al., 2023; Jaworska et al., 2021; Nagarsheth
et al., 2017; Sokol & Luster, 2015).

1.3 Infecciones genitourinarias asociadas a la DMG

A lo largo del embarazo se desarrollan varios cambios anatémicos y funcionales del
tracto urinario. Por ejemplo, la disminucion del tono y peristalsis en la uretra y el
aumento en el volumen de la orina promoviendo estasis urinaria y reflujo utero-
vesical. Ademas, se ha observado cambio en el pH, la osmolaridad y la
concentracion de glucosa en la orina, favoreciendo el crecimiento bacteriano e

infecciones del tracto urinario (ITU) (Kalinderi et al., 2018).

Aproximadamente el 20% de los embarazos se ven complicados por una ITU
(Kalinderi et al., 2018; Yan et al., 2018). Dentro de las ITU, la bacteriuria sintoméatica
se define como aquella con sintomas urinarios en conteos arriba de 1x10° unidades
formadoras de colonia (UFC) por cada mililitro de orina. La sintomatologia de una

ITU comprende: alta frecuencia de miccién (polaquiuria), dolor en la miccion
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(disuria), comezon, dolor, fiebre, y en casos graves puede complicarse hacia un

cuadro de pielonefritis o cistitis aguda (Bahadi et al., 2010).

Hasta hace poco se pensaba que la DMG no aumentaba el riesgo de desarrollar
una ITU respecto a pacientes sin DMG (Mekapogu et al., 2016; Schneeberger et al.,
2018). Sin embargo, un reciente metaanalisis reporté que las mujeres que padecen
DMG tienen aproximadamente 34% mayor riesgo de desarrollar una ITU (Yefet et
al., 2023). Ademas, la DMG aumenta el riesgo de desarrollar infecciones vulvares y
cervicovaginales (Rafat et al., 2021; Zhang et al., 2018) y se ha demostrado que
estas mujeres presentan infecciones persistente o recurrentes durante el segundo

y tercer trimestre.

Dentro de las infecciones bacterianas durante el embarazo, S. agalactiae es el
principal agente etiolégico del grupo gram positivo, y se encuentra presente en el
tracto genitourinario del 18% de las mujeres embarazadas (Russell et al., 2017).
Desafortunadamente, esta bacteria puede infectar al producto por via ascendente y
esto se ha relacionado con ruptura prematura de membranas (RPM) y parto
pretérmino (PP) (Armistead et al., 2019). Ademas, de ese 18% de mujeres
colonizadas, el 50% la transmitiran a su hijo/hija durante el parto, por lo que es la
principal bacteria causante de sepsis en el recién nacido (ACOG, 2018). Por otro
lado, los estreptococos del grupo B son la principal causa de las infecciones

cervicovaginales, seguido por Candida spp (Lukic et al., 2017).

Por otro lado, E. coli es la principal bacteria gram negativa durante el embarazo, y
se asocia con 86% de las ITU y el 11% de las infecciones cervicovaginales. Esta
bacteria es capaz de infectar al producto por via ascendente, y aumenta el riesgo
de desarrollar RPM y PP (Kalinderi et al., 2018; Monroy-Pérez et al., 2020). En afios
recientes, esta bacteria ha despertado la alarma de la comunidad cientifica y
hospitalaria debido al aumento de cepas resistentes a antibioticos (Mazzariol et al.,
2017; Rashki, 2014).

Finalmente, en la literatura se ha descrito que los estreptococos del grupo B son la
segunda causa de infecciones bacterianas en madres con DMG, mientras que E.

coli ostenta el tercer puesto (Rafat et al., 2021).
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En conjunto, las ITU y las infecciones cervicovaginales condicionan un embarazo
normoevolutivo, ya que se han relacionado con complicaciones obstétricas como
PP, RPM, restriccion de crecimiento intrauterino y bajo peso al nacer (Benedetto et
al., 2004; Kalinderi et al., 2018; Rafat et al., 2021). Teniendo en cuenta que la DMG
por si sola ya aumenta el riesgo de padecer estas complicaciones, resulta imperante
la oportuna deteccién y tratamiento de infecciones bacterianas en pacientes

complicadas con diabetes mellitus gestacional.
1.3.1 Streptococcus agalactiae

S. agalactiae es el principal patdgeno gram positivo asociado con infecciones
genitourinarias, siendo causa de RPM, PP y sepsis neonatal. Ademas, es la

segunda bacteria asociada con infecciones bacterianas en madres con DMG.

Se trata de una bacteria gram positiva con morfologia de coco y que forma
agrupaciones en forma de cadenas de perlas. S. agalactiae se divide en nueve
serotipos (la, Ib, II, 1, 1V, V, VI, VIl y VIII) basado en su polisacarido capsular
(Edwars & Baker, 2015). En México, la informacion epidemioldgica respecto a la
infeccion por este patdgeno es limitada, sin embargo, se ha reportado que el 20%
de las mujeres embarazadas presentan colonizacion vaginal por esta bacteria
(Palacios-Saucedo et al., 2017). Ademas, en la década de 1980 se documento6 que
en pacientes atendidas en el Instituto Nacional de Perinatologia el serotipo
predominante fue el | (33%), con una baja presencia del serotipo Il (3%) (Solorzano-
Santos et al.,, 1989, 1990). Un estudio méas reciente de 2007 describié que el
serotipo predominante en el centro y occidente de México es el serotipo | (58.8-
61.3%), a la vez que observd un aumento en la participacion del serotipo Il (5.9-
12.8%) (Palacios et al., 2007).

S. agalactiae expresa varios factores de virulencia que le permiten la adhesion,
colonizacion e invasion de las células del huésped como las proteinas de union a
fibrindgeno o la hialuronato liasa, factores que permiten la evasion de la respuesta
inmune como la serina proteasa CspA o la peptidasa C5a (Zastempowska et al.,
2022). Esta bacteria es -hemolitica por lo que expresa la B-hemolisina, relacionada

con el dafio tisular y permite a la bacteria ingresar a células epiteliales y endoteliales
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(Doran et al., 2003). De forma interesante, se ha descrito que la serina proteasa
CspA es capaz de degradar quimiocinas por lo que directamente interfiere con el
reclutamiento de células inmunes (Bryan & Shelver, 2009). La Figura 3 resume sus

principales factores de virulencia.
1.3.2 Escherichia coli

E. coli es el principal patégeno causante de ITU en las embarazadas. Ademas, es
la tercera bacteria presente en madres complicadas con DMG, y en México se ha
reportado que provoca del 80 al 90% de las ITU durante el embarazo (Dautt-Leyva

et al., 2018). Por lo tanto, se trata de una bacteria de gran interés en salud publica.

E. coli es un bacilo gram negativo que puede encontrarse formando parte de la
microbiota intestinal; sin embargo, presenta 6 patotipos asociados a diferentes
manifestaciones clinicas. De estos seis patotipos, el que nos interesa es la E. coli
uropatogénica (UPEC), ya que es el principal patotipo identificado en las ITU e
infecciones cervicovaginales (Kot, 2019). Este patotipo expresa varios factores de
virulencia que le permiten evadir los mecanismos de defensa del hospedero como
el flujo de orina, factores antimicrobianos o la actividad de células inmunes como
los neutréfilos (Joshua & Raymond, 2014). Algunos de sus factores de virulencia
son: la fimbria Curli o la adhesina H (fimH) que le permiten invadir y adherirse a las
células del huésped; la a-hemolisina (hylA), una toxina que destruye la integridad
celular y le permiten una mayor invasividad; la aerobactina (aerJ) que le permite
adquirir hierro; y una capsula bacteriana que le permite evadir al sistema inmune
(Luthje & Brauner, 2014). La Figura 4 resume los principales factores de virulencia
de las UPEC.
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Figura 3. Factores de virulencia de S. agalactiae. Esta bacteria expresa proteinas que le
permiten la adhesion a células del huésped como las proteinas de unién a fibrin6geno FbsA
y FbsB, para posteriormente invadir el tejido mediante la hialuronato liasa, la p-hemolisina,
principal causa del dafio tisular, y la serina proteasa CspA que, ademas, le permite degradar
guimiocinas. Por su parte, la peptidasa C5a le permite la inactivacion especifica del
componente C5a del sistema del complemento, que en conjunto con la proteasa Cb5a le
permite evadir al sistema inmune. Ademas, el acido lipoteicoico de esta bacteria es capaz
de inducir la apoptosis de las células del huésped junto con la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa. Finalmente, este patégeno cuenta con un antigeno capsular por lo que es
posible tipificarlo dentro de 10 serotipos. En conjunto estos mecanismos contribuyen a la
evasion del sistema inmune del huésped (Zastempowska et al., 2022). Figura creada por
Rodrigo Jiménez con BioRender.com
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Figura 4. Factores de virulencia de E. coli uropatogénica. E. coli expresa varios factores
de virulencia que le permiten invadir las células del huésped mientras evade a su sistema
inmune. Particularmente las UPEC expresan las adhesinas Curli o las adhesinas afimbriales
que, como su nombre lo indica, le permiten adherirse e invadir el tejido epitelial; también
expresan toxinas como la a-hemolisina o el LPS que le permiten escapar del complemento.
Debido a la importancia del hierro en sus vias metabdlicas, esta bacteria expresa multiples
factores que le ayudan a adquirir este mineral como los sideréforos o las aerobactinas.
Finalmente, posee una capsula que le permite escapar de factores presentes en el suero.
LPS: lipopolisacéarido. Modificado de Lithje y Brauner (2014). Figura creada por Rodrigo
Jiménez con BioRender.com
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. ANTECEDENTES

En el mundo, el 16.7% de los embarazos cursan con hiperglucemia, donde el 80.3%
de los casos son debido al desarrollo de DMG (International Diabetes Federation,
2021). En México, debido a la heterogeneidad en las practicas clinicas para su
diagndstico, no se cuenta con una cifra oficial de prevalencia en el pais (Sosa-Rubi
et al.,, 2019; Vazquez-Martinez et al., 2023). Sin embargo, las mas recientes
estimaciones la sitian en 23.7% (Dainelli et al., 2018) con casos extremos como los
detectados en el norte del pais donde se reporté una prevalencia de 44.5%
(Violante-Ortiz et al., 2023).

Desafortunadamente, se espera que este valor siga en aumento ya que dos de los
factores de riesgo para el desarrollo de DMG son el sobrepeso y la obesidad
pregestacional (Olmos-Ortiz et al., 2021), dos rubros que muestran un ligero pero
constante aumento desde hace 20 afios en la poblacion femenina en edad
reproductiva (Campos-Nonato et al., 2023; Shamah-Levy et al., 2020). Por lo tanto,
es de esperar que en el futuro aumente la prevalencia de DMG ocasionando un
severo impacto sobre el sistema nacional de salud, no sélo porgue las mamas
complicadas con DMG tienen mayor riesgo de presentar ruptura prematura de
membranas y parto pretérmino (Giuliani et al., 2022; Lorenzo-Almorés et al., 2019;
O’Sullivan et al., 2011), sino que tanto la madre como el neonato tienen mayor
probabilidad de desarrollar enfermedades cardiovasculares y diabetes mellitus tipo
2 a largo plazo (Chiefari et al., 2017; Giuliani et al., 2022), afectando su calidad de

vida.

Adicionalmente, las mujeres con DMG tienen mayor riesgo de presentar infecciones
genitourinarias durante el embarazo (Yefet et al., 2023). Una infeccion, a su vez,
aumenta el riesgo de ruptura prematura de membranas y parto pretérmino
(Armistead et al., 2019; Kalinderi et al., 2018; Monroy-Pérez et al., 2020), por lo que
el escenario de una paciente complicada con DMG e infectada impacta en la

supervivencia y salud tanto materna como fetal.

En vista de lo anterior, se ha planteado estudiar el impacto de la hiperglucemia sobre

la capacidad quimiotactica de la placenta humana ante una infecciébn por S.
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agalactiae o E. coli, las principales bacterias gram positiva y gram negativa,
respectivamente, asociadas en infecciones genitourinarias durante el embarazo.
Esto con el objetivo de determinar si la placenta en medio hiperglucémico es capaz
de mantener la respuesta frente a una infeccion secretando factores quimiotacticos
(quimiocinas) para posteriormente reclutar células inmunes al sitio de infeccién. Esto
con la finalidad de ir dilucidando los mecanismos responsables del porqué las
pacientes con DMG tienen mayor susceptibilidad de desarrollar infecciones

genitorurinarias durante su embarazo.
lll. HIPOTESIS

La exposicion de explantes placentarios a alta concentracion de glucosa (50 mM)
inducira la secrecion de las quimiocinas CCL-2, CCL-3, CCL-5, CXCL-8, CXCL-10,
y CXCL-16 en respuesta a la infeccidon por S. agalactiae o E. coli, comparado con
explantes placentarios cultivados en medio control (glucosa 10 mM). Este aumento
en la secrecion de quimiocinas por parte de la placenta derivara en mayor migracion
de monocitos, células NK y linfocitos T presentes en sangre intervellosa hacia el

foco de infeccion.
IV. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Evaluar la capacidad quimiotactica de la placenta humana ante el reto infeccioso

por S. agalactiae y E. coli en condiciones de cultivo de alta glucosa.
4.2 Objetivos particulares

a) Evaluar la capacidad de defensa de explantes placentarios ante la infeccién

por S. agalactiae y E. coli.

b) Evaluar el perfil de secrecion de las quimiocinas CCL-2, CCL-3, CCL-5,
CXCL-8, CXCL-10 y CXCL-16 en explantes placentarios cultivados en

condiciones de hiperglucemia y ante la infeccién por S. agalactiae y E. coli.
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c) Cuantificar la tasa de migracién de células mononucleares intervellosas ante
el estimulo con medios condicionados de explantes placentarios cultivados

en medio de hiperglucemia y ante la infeccion por S. agalactiae y E. coli.

d) ldentificar el fenotipo de las células mononucleares intervellosas capaces de
migrar ante el estimulo con medios de cultivo de explantes placentarios en

condiciones de hiperglucemia y ante la infeccién por S. agalactiae y E. coli.
V. METODOLOGIA

Para cumplir los objetivos de este proyecto, se realizé un estudio de investigacion
biomédica basica empleando un modelo ex vivo de cultivo de explantes placentarios
en el cual se simul6 la condicion in vitro de hiperglucemia; asi como el aislamiento
de células mononucleares intervellosas para ensayos funcionales de migracion. Se
evalué el crecimiento logaritmico de S. agalactiae y E. coli en explantes placentarios
cultivados en condiciones de hiperglucemia, asi como la produccion de quimiocinas
ante estos retos infecciosos. Asimismo, se evaluo la capacidad de los explantes
para quimioatraer células mononucleares intervellosas, y se determiné si eran

monocitos, células NK, linfocitos T o linfocitos B mediante citometria de flujo.
5.1 Consideraciones éticas

Este proyecto de tesis se llevé a cabo en el marco del protocolo con titulo
“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”’, el cual fue aprobado en noviembre de 2018 por el Comité de
Investigacion, Etica y Bioseguridad del Instituto Nacional de Perinatologia (INPer),
con namero de registro 2018-1-152 (Anexo 2). Este protocolo también fue aprobado
en abril de 2020 por los vocales del Comité de Etica en Investigacion y el Comité
Nacional de Investigacion Cientifica del IMSS con numero de registro R-2020-785-
043 para toma de muestras en el Hospital de Gineco Obstetricia Numero 4 Luis
Castelazo Ayala (Anexo 3). Asimismo, este protocolo también fue aprobado en
marzo de 2021 por el Director General y el Director de Servicios Clinicos del Hospital

Angeles México para la recoleccion de muestras biolégicas en dicho hospital (Anexo
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4). También se contd con financiamiento CONAHCYT de la convocatoria Ciencia
Bésica (CB-A1-S-27832).

La metodologia del estudio sigui6 los estatutos de proteccién a las pacientes en los
protocolos de investigacion de acuerdo a los criterios del Informe Belmont de
justicia, beneficencia y respeto a las personas y a la Norma General de DHHS para
la Proteccion de Sujetos Humanos en la Investigacion. El consentimiento informado
por escrito se apega a los estatutos establecidos en la declaracion de Helsinki
(Anexos 5,6y 7).

5.2 Toma de muestras

La toma de muestras biologicas se realiz en el Hospital Angeles México ubicado
en Agrarismo 208, colonia Escandon Il Seccién, delegacion Miguel Hidalgo, Ciudad
de México, C.P. 11800; asi como en el Hospital de Gineco Obstetricia Numero 4
ubicado en Rio de la Magdalena 289, colonia Tizapan San Angel, delegacion Alvaro
Obregén, Ciudad de México, C.P. 01090. Posteriormente las muestras se
transportaron hacia el INPer para su procesamiento experimental en el Laboratorio
de Inmunologia de la Unidad Feto-Placentaria. El INPer se localiza en la calle
Montes Urales 800, colonia Lomas de Chapultepec IV Seccién, delegacion Miguel
Hidalgo, Ciudad de México, C.P. 11000.

5.3 Criterios de inclusidn, exclusiéon y eliminacion.

Se recolectd la placenta de aquellas pacientes que cumplieron con criterios de
inclusion. Estos tejidos bioldgicos fueron procesados con la finalidad de realizar
cultivos para el modelo ex vivo de explantes placentarios y aislamiento de células

mononucleares intervellosas.
% Criterios deinclusion

Para el desarrollo de este proyecto se recolectaron muestras biolégicas de un grupo
con embarazo normoevolutivo a término (37 a 41 sdg). Los criterios de inclusion
considerados son: mujeres con edad entre 18 y 38 afios, sin enfermedades
metabdlicas o endocrinas, sin consumo de medicamentos diferentes a los propios

del embarazo, con estudios laboratoriales recientes dentro de parametros normales,
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sin infecciones cervicovaginales durante el tercer trimestre del embarazo, sin

evidencia clinica de trabajo de parto y programadas a operacion cesarea.
% Criterios de exclusién

Se excluyeron de este proyecto aquellas pacientes alérgicas a penicilina o
aminoglucosidos, que presentaron alteraciones reflejadas en los laboratoriales de
rutina, con embarazo mdltiple, con parto eutdcico vaginal, con enfermedades
metabdlicas o endocrinas o que presentaron infeccidon cervicovaginal durante el

tercer trimestre.
% Criterios de eliminacién

Se eliminaron del estudio aquellas pacientes que presentaron hiperglucemia (>95
mg/dL) durante el parto, aquellas muestras que dieron positivo al test microbiolégico
y las muestras con niveles detectables de IgM anti SARS-CoV2 (lo que indica una

infeccidn reciente por este virus).
5.4 Variables de estudio

Variables independientes

e Glucosa en el medio de cultivo (10 y 50 mM)

e Infeccién con E. coli 0 S. agalactiae (1x10°> UFC/mL)

Variables dependientes

e Concentracibn de los marcadores inflamatorios IL-6, TNF-a e IL-18
secretados por los explantes placentarios. Nivel de medicidén: escalar
(pg/mL/g de tejido o ng/mL/g de tejido).

¢ Viabilidad de los explantes placentarios. Nivel de medicién: escalar (abs/g de
tejido).

e Crecimiento de S. agalactiae y E. coli en el sobrenadante de explantes
placentarios tras 4 y 8 horas de infeccién. Nivel de medicion: escalar
(UFC/mL/g de tejido).

¢ Invasividad de S. agalactiae y E. coli en la vellosidad placentaria tras 8 horas

de infeccidon. Analisis cualitativo.
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e Concentracion de las quimiocinas CCL-2, CCL-3, CCL-5, CXCL-8, CXCL-10
y CXCL-16 secretadas por los explantes placentarios. Nivel de medicion:
escalar (pg/mL/g de tejido).

e Migracion de células mononucleares intervellosas en respuesta a los medios
condicionados de explantes infectados con S. agalactiae o E. coli. Nivel de
medicion: escalar (hamero de células migrantes / 500,000 células).

e Cantidad de monocitos, células NK, linfocitos T, linfocitos B o NKT que
migran en respuesta a los medios condicionados de explantes infectados con
S. agalactiae o E. coli. Nivel de medicion: escalar (nUmero de células / 500,
000 células).

e Expresion de TLR-2 en las vellosidades placentarias. Nivel de medicién:

escalar (ng/mL/mg de proteina)
5.5 Preparacién de medios de cultivo para generar hiperglucemia

De acuerdo con los criterios de diagndstico de la Asociacion Internacional de Grupos
de Estudio de Diabetes y Embarazo (IADPSG), se considera como normoglucemia
durante el embarazo una concentracion < 92 mg/dL, lo cual equivale a 5.1 mM. En
este proyecto se utiliz6 como medio base el medio Dulbecco modificado de Eagle
(DMEM) bajo en glucosa (Marca: Biowest. Catalogo: L0060-500), el cual ya se
encuentra ajustado a una concentracion 5 mM de D-Glucosa. Sin embargo, se
considera que esta es una concentracién restringida en el cultivo de tejidos
extraembrionarios (Basak et al., 2019), por lo que se adicion6 D-glucosa anhidra al
medio de cultivo para semejar concentraciones de 10 mM (equivalente a la
concentracion fisiologica maxima esperada a 1 hora post-carga de glucosa en el
estudio OGTT), ya que es una concentracion reportada en la literatura para el cultivo
de células trofoblasticas (Zhang et al., 2021). Ademas, se adiciond D-Glucosa
anhidra al medio de cultivo para obtener una concentracién de glucosa 50 mM como
concentracion de hiperglucemia severa. El uso de esta concentracién de glucosa ya
ha sido reportado previamente por nuestro grupo de trabajo para simular un medio

hiperglucémico (Jiménez-Escutia et al., 2023).
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5.6 Modelo ex vivo: cultivo de explantes placentarios

Tras el alumbramiento se recolecto la placenta y las membranas corioamnioticas de
las pacientes que cumplieron con los criterios de inclusion. Las muestras biologicas
se transportaron en un contenedor estéril hacia el laboratorio de Inmunologia de la
Unidad feto-placentaria del INPer para su procesamiento. Para asegurar que el
proceso se realiz6 en condiciones de esterilidad se trabajé en una campana de flujo
laminar de bioseguridad nivel Il. Primero, con ayuda de material quirdrgico estéril se
eliminaron las membranas corioamnidticas y se tomé una gota de sangre del cordén
umbilical para el casete de anticuerpos nCoV19. Posteriormente, la placenta se lavo
con solucion salina tibia con el objetivo de retirar la sangre presente. Tras estos
lavados, se corto el cotiledén central (localizado en la parte posterior al sitio de
insercién del cordén umbilical), y con ayuda de material quirargico se retir6 la
decidua, los vasos sanguineos y coagulos. El cotiledén limpio se cort6 en explantes
de 3 a 5 mm3, los cuales se mantuvieron en una caja Petri con solucién salina y
medio DMEM. Una vez se cortaron los explantes requeridos se procedié a
colocarlos en una caja de cultivo de 24 pozos de acuerdo con el tratamiento
experimental (ver seccion 5.9). El medio base de tratamiento consisti6 en DMEM
Low Glucose (ajustado a la concentracion de glucosa deseada), suplementado con
suero de ternera neonatal inactivado (STNi), piruvato de sodio 1 mM, y 1% de
antibiéticos (penicilina 100 U/mL y estreptomicina 100 ug/mL). Los explantes se
mantuvieron en un incubador a 37°C con 5% de CO2 y 95% de humedad relativa.
Los tratamientos experimentales se colocaron por triplicado en cajas de cultivo de
24 pozos; en cada pozo se depositaron 3 explantes con 1.5 mL de medio con los
tratamientos. Los tratamientos experimentales se renovaron a las 24 horas de

cultivo y se mantuvieron hasta un total de 48 horas.
5.7 Aislamiento de células mononucleares intervellosas

Tras el alumbramiento, la placenta completa fue transportada hacia el INPer. El
proceso se realizé dentro de una campana de flujo laminar de bioseguridad nivel Il
con la finalidad de mantener la esterilidad. Con ayuda de material quirdrgico se

retiraron las membranas corioamnidticas y el cordon umbilical. Se realizaron cortes
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en la cara materna de la placenta con ayuda de una hoja de bisturi, y se transfiri6 la
placenta a una bolsa estéril con la cara materna en prono. Se mantuvo la placenta
en la bolsa durante 10 minutos para permitir el eflujo de sangre intervellosa por
gravedad. Se recuperd la sangre con una pipeta de transferencia estéril y se coloco
en tubos con heparina. La sangre heparinizada se transfirio a tubos conicos de 50
mL y se diluyd en una proporcion 1:3 con solucion balanceada de Hank 1X
suplementada con HEPES 10 mM y NaHCOs3 4.2 mM. En otro tubo cénico de 50 mL
se colocé una cama de 15 mL de Lymphoprep™ (Marca: STEMCELL Technologies.
Catélogo: 07851); con gentileza se agregaron 30 mL de sangre diluida sobre la
cama de Lymphoprep. Este tubo se centrifugd durante 40 minutos a 400 g a
temperatura ambiente. A continuacion, se recupero el anillo asociado a las células
mononucleares de sangre intervellosa (IVMCs). Las células se lavaron con solucion
de Hank 1X y se centrifugaron a 550 g durante 10 minutos. Para eliminar la
contaminacion con eritrocitos, las células se colocaron durante 5 minutos en buffer
de lisis de eritrocitos (NH4Cl [155 mM], KHCO3 [10 mM], y EDTA [0.1 mM]). Al
término de los 5 minutos se detuvo la reaccion agregando solucion de Hank 1X y se
centrifug6 a 550 g durante 10 minutos. El botdn resultante se lavé 2 veces mas con
solucion de Hank 1X. Las IVMCs obtenidos se resuspendieron en medio RPMI-1640
y se mantuvieron a 37°C con CO:2 al 5% hasta el momento de ser utilizados en el

ensayo funcional de migracion.
5.8 Andlisis microbioldgico de las muestras

Para asegurarnos de la esterilidad de los tejidos, todas las muestras se procesaron
para su analisis microbioldgico. Se utilizé el caldo infusién cerebro corazén (BHI) ya
gue permite el crecimiento de diversas especies microbioldgicas. Ademas, se
utilizaron dos caldos para identificar caracteristicas metabdlicas: caldo urea y caldo
arginina. El caldo urea evidencia la actividad enzimatica de la ureasa, enzima
caracteristica de la familia Enterobacteriacea (Jawetz et al., 1990). El caldo arginina
permite identificar la capacidad de hidrolizar y descarboxilar a la arginina dando

como producto final putrescina (Mgller, 1955).
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Este ensayo consisti6 en colocar un explante placentario en los caldos antes
mencionados e incubarlos a 37°C durante 5 dias. Este analisis permite detectar
microorganismos anaerobios facultativos (Streptoccocus agalactiae, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Gardnerella vaginalis, Lactbacillus sp, Klebsiella sp.),
aerobios (Candida albicans, Neisseria gonorrhoae), asi como Ureoplasma
uraelyticum y Mycoplasma hominis. Solo se utilizaron los datos generados por

muestras de tejidos en los que se comprob6 su esterilidad mediante estas pruebas.
5.9 Tratamientos experimentales

El medio de cultivo para los explantes placentarios fue DMEM bajo en glucosa y
suplementado, ajustado a las siguientes concentraciones de glucosa:

=  Glucosa 10 mM

=  Glucosa 50 mM

La suplementacion del medio se realizé con STNi al 10%, piruvato de sodio 1 mM,

penicilina 100 U/mL y estreptomicina 100 ug/mL.

Los explantes se mantuvieron en estos tratamientos durante 48 horas, refrescando
el tratamiento cada 24 horas. Al término de este tiempo de cultivo se procedié a
realizar el ensayo de infeccion con S. agalactiae o E. coli. Dependiendo del agente

infeccioso en estudio se probaron los siguientes tratamientos:

o Streptococcus agalactiae 1x10° UFC/mL
» Escherichia coli 1x10° UFC/mL

La eleccién de la concentracion de S. agalactiae y E. coli para infectar a la placenta
se determiné porque es la concentracion detectada en orina durante una bacteriuria

sintomatica en una ITU (Nicolle et al., 2019).
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5.10 Estandarizacion del modelo de hiperglucemia

La estandarizacion de nuestro modelo de hiperglucemia (Jiménez-Escutia et al.,

2023) consistio en realizar una curva dosis-respuesta de glucosa para evaluar: a) la

secrecion de citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-1p e IL-6); b) los depoésitos

tisulares de glucogeno (tincidon de PAS); c) la viabilidad del tejido, utilizando el

reactivo XTT y d) osmolaridad en el medio de cultivo. A continuacion, se describe

brevemente cada uno de estos ensayos.

5.10.1 Secrecién placentaria de citocinas pro-inflamatorias

El objetivo de este ensayo fue definir la concentracion de glucosa (25, 35 o0
50 mM) necesaria para observar un aumento significativo en la secrecion de
TNF-a, IL-1B e IL-6 respecto a nuestro grupo control (glucosa 10 mM), ya
que se ha reportado el aumento de estas citocinas en el suero y en la
placenta de pacientes con DMG.

Para llevar a cabo este ensayo se incubaron los explantes placentarios
durante 48 horas en medio DMEM ajustado a las diferentes concentraciones
de glucosa (10, 25, 35 o 50 mM) refrescando el medio cada 24 horas. Al
término del tiempo de incubacion se recolectaron los sobrenadantes y se
congelaron a -40°C hasta el momento de su andlisis.

Para la cuantificacion de TNF-a se utilizd un kit comercial de ELISA de la
marca R&D Systems (Catalogo: DY210); en el caso de IL-1p e IL-6 se
utilizaron kits de ELISA de la marca PeproTech (Catalogo: 900- K95 y 900-
K16, respectivamente). En la Tabla 5 se enlista la concentracion de los

anticuerpos de captura, deteccién y del estandar de referencia.
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Tabla 5. Concentraciones del estandar de referenciay de los anticuerpos de captura

deteccion utilizados para la cuantificacion de citocinas uimiocinas
0 a0 A erpo de A erpo de a estandar de
0 O a a a gele O efere a

TNF-a 4.00 pg/mL 50.0 ng/mL 15.6 — 2000 pg/mL
IL-18 0.5 ug/mL 0.5 pg/mL 15.6 — 2000 pg/mL
IL-6 0.5 pg/mL 1.0 pg/mL 46.9 — 3000 pg/mL
CCL-2 0.25 pg/mL 0.5 pg/mL 15.6 — 2000 pg/mL
CCL-3 0.5 pg/mL 0.5 ng/mL 31.25 — 4000 pg/mL
CCL-5 0.5 pg/mL 0.25 pg/mL 15.6 — 2000 pg/mL
CXCL-8 4.0 pg/mL 20 ng/mL 15.6 — 2000 pg/mL
CXCL-10 0.5 ug/mL 0.25 pg/mL 15.6 — 2000 pg/mL

CXCL-16 400 ng/mL 100 ng/mL 7.8 — 1000 pg/mL

El procedimiento se realiz6 en concordancia con las instrucciones del
fabricante. Se utilizd el
colorimétrico (P9187, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Las placas se

producto Sigma-Fast OPD como substrato

leyeron en un espectrofotometro xMark (BIO-RAD, Hercules, CA, USA) a una
longitud de onda de 405 nm con correccion a 650 nm. La concentracion de
cada citocina y quimiocina se calculé respecto a una curva estandar ajustada
a 4 parametros logisticos y se ajustd por el factor de diluciobn o de
concentracion empleado. La concentracion final se normalizé por gramo de

tejido.

= 5.10.2 Tincion Periddica-Acida de Schiff (PAS)

Se realizé la tincion de PAS para verificar el aumento en los depdsitos de
carbohidratos en la vellosidad placentaria debido a la alta glucosa, ya que
éste es otro fendmeno bien conocido que ha sido reportado en placentas de
madres con DMG (Li et al., 2020).

Para cumplir este objetivo se cultivaron explantes placentarios en medio de
glucosa control o medio de hiperglucemia durante 48 horas. Al término del
tiempo de incubacion se recolectaron los explantes y se colocaron en formol
hasta el momento de su andlisis. La tincion de PAS se realizé de acuerdo

con la metodologia previamente descrita (Myers et al., 2008).
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5.10.3 Ensayo de viabilidad tisular

El siguiente paso fue verificar que el tratamiento de hiperglucemia no
modificara la viabilidad de los explantes placentarios respecto a aquellos
cultivados en el medio de glucosa control. Asimismo, se verificd que este
modelo permitiera mantener la viabilidad de los explantes hasta 96 horas de
cultivo para asegurarnos que nuestros experimentos se realizan dentro de la
ventana de tiempo adecuada.

Para llevar a cabo este ensayo se incubaron explantes placentarios en medio
de glucosa control o medio de hiperglucemia durante 24, 48, 72 o 96 horas
refrescando el medio cada 24 horas. Al término de cada tiempo de incubacién
se recolectaron los explantes y se colocaron en medio DMEM suplementado
con hidrolisado de lactoalbumina al 0.2%; se adicioné el reactivo XTT (Marca:
Roche. Catalogo: 11465015001) en una proporcién 1:10 adicionado con el
acoplador de electrones en una proporciéon 1:50. Los explantes se incubaron
durante dos horas a 37°C con CO:2 al 5%. Al término del tiempo de incubacion
se recolectaron los explantes para registrar su peso, y los sobrenadantes se
leyeron en el espectrofotémetro xMark (BIO-RAD, Hercules, CA, USA) a 450
nm. Los resultados se expresaron como absorbancia a 450 nm por gramo de

tejido.

5.10.4 Ensayo de osmolaridad

Finalmente, para verificar que la inflamacién observada en el grupo de
hiperglucemia no era debido al aumento de la presion osmética, se decidid
llevar a cabo un ensayo de osmolaridad utilizando manitol, un azlcar no
metabolizable y que ha sido utilizado previamente como control de presion
osmoética (Lam et al., 2021). Para llevar a cabo este ensayo se prepararon
medios DMEM ajustados a diferentes concentraciones de glucosa y manitol
(Tabla 6). La presion osmatica de los medios se midiéo con ayuda de un

osmometro y se expreso en miliosmoles (mOsm).
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Tabla 6. Presion osmotica en el medio DMEM ajustado a diferentes
concentraciones de glucosa y/o manitol.

Tratamiento mOsm Equivale a
Glucosa 5 mM 316 NA
Glucosa 10 mM 320 NA
Glucosa 50 mM 353 NA
Glucosa 5 mM +
Manitol 5 mM 320 Glucosa 10 mM
Glucosa 5 mM +
Manitol 45 mM 346 Glucosa 50 mM
Glucosa 10 mM +
Manitol 40 mM 346 Glucosa 50 mM

Los explantes placentarios se incubaron durante 48 horas en medio DMEM
ajustado a las diferentes concentraciones de glucosa (5, 10 o 50 mM) y/o
manitol (5, 40 6 45 mM), refrescando el medio cada 24 horas. Al término del
tiempo de incubacién se recolectaron los sobrenadantes y se congelaron a -
40°C hasta el momento de su analisis. Finalmente, se cuantifico la secrecion
de TNF-q, IL-1B e IL-6 con la metodologia de ELISA previamente descrita

(Seccion 5.10.1). Los resultados se normalizaron por gramo de tejido.

5.11 Identificacion de las cepas de S. agalactiae y E. coli

La cepa de S. agalactiae con la que se realiz6 esta tesis se adquirié de la ATCC
(27956); esta cepa presenta B-hemdlisis y los genes de virulencia hylB
(hialuronidasa), scpA (proteasa de Cb5a), sodA (superoxido dismutasa), CPS
(antigeno capsular), bca (proteina alfa C) y gpaN (gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa). Se verificO que se tratara de S. agalactiae mediante la
identificacion de su gen CpsG mediante la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) de punto final; este gen codifica para una hexosiltransferasa
(Uniprot: Q8VLK2). Adicionalmente, se comprob6 mediante siembra en placa (agar
sangre) con la técnica de estria que sus colonias fueran puras y tuvieran actividad
B-hemolitica. Finalmente, de las colonias que crecieron se realizé la tincion de Gram

para observar su morfologia de coco y que formara su caracteristico collar de perlas.
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En el caso de E. coli, la cepa utilizada se aisl6 de la sangre de un neonato con
sepsis y cuya madre fue diagnosticada en el INPer con RPM y corioamnionitis. Esta
cepa se identific6 mediante Vitek® y se confirmé a través de la secuenciacion de su
subunidad 16S ribosomal. Su genotipo se determind mediante PCR multiple como
parte del filogrupo-B2 y se detectaron los genes de virulencia fimH (fimbria H), hlyA
(alfa hemolisina) y aerJ (aerobactina). Asimismo, se sembro en placas de agar Luria

para observar su morfologia de colonia y se realiz6 tincion de Gram.
5.12 Modelo de infeccidn de explantes placentarios

Con la finalidad de estudiar el efecto de la hiperglucemia sobre la capacidad de
respuesta de la placenta humana ante un reto infeccioso por S. agalactiae o E. coli
se evalu6 el crecimiento de colonias, la invasividad bacteriana intervellosa, la
secrecion de quimiocinas al medio de cultivo, la quimioatraccion de IVMCs y el perfil

de células quimioatraidas.

Tras las 48 horas de incubacién en los tratamientos descritos en la seccion 5.9, se
procedi6 a infectar los explantes con S. agalactiae o E. coli (1x10° UFC/mL) durante
4 u 8 horas. Al término de estos tiempos de infeccidn se cuantificéd el crecimiento
bacteriano mediante la técnica de dilucién en placa y se tomaron los medios de

cultivo para cuantificacién de quimiocinas mediante técnica de ELISA.

Para el conteo en placa se tomaron 100 uL de los sobrenadantes y se realizaron
diluciones seriadas en solucion salina + Tween 80 al 0.05%. Cada dilucion se
sembro por triplicado (10 uL) en placas de agar sangre (S. agalactiae) o agar Luria-
Bertani (E. coli). Las cajas de agar se dejaron incubando durante 24 horas a 37°C.
Pasado el tiempo de incubacion se cuantifico el nimero de colonias que habian
crecido en cada dilucion. El experimentd se descartaba si se observaba otra
morfologia de colonia. Finalmente, el resultado se expresé como UFC/mL/ gramo

de tejido.

Adicionalmente, al término del tiempo de 8 horas de infeccién se verifico la viabilidad
del explante placentario mediante la técnica de XTT previamente descrita en la

secciéon 5.10.3.

40

——
| —



5.13 Tincién modificada de Gram para observar lainvasividad de S. agalactiae

o E. coli

Con el objetivo de evaluar la capacidad de los explantes placentarios de retener la
infeccion en la capa exterior de la vellosidad (sinciciotrofoblasto), se prepararon
laminillas tefiidas con la tincion modificada de Gram o Tincion de Brown-Hopps con
los explantes que previamente estuvieron infectados durante 8 horas (Becerra et
al., 2016). Al término del ensayo de infeccién, se guardaron dos explantes

placentarios de cada tratamiento experimental en formol.

Posteriormente, el tejido se embebid en bloques de parafina y se hicieron cortes con
ayuda de un microtomo. Los cortes se colocaron sobre un portaobjetos y se
desparafind. El portaobjetos se colocé en una solucion al 1% de cristal violeta
durante dos minutos. Se agregé el mordente (yodo de Gram) durante 5 minutos y
se enjuagol con agua destilada. Luego se destifid con una solucion de acetona-
alcohol por 10 segundos. Posteriormente, se agrego fucsina basica al 0.5% durante
cinco minutos y se volvié a enjuagar. Sobre esta tincion se agregd acido picrico al
0.1% el tiempo necesario para observar una ligera coloracion amarilla y se enjuago

rapidamente con xilol. Finalmente, la tincién se cubrié con un cubreobjetos.

En esta tincidn, el tejido se observa de una tonalidad amarillenta por la adicion del
acido picrico, mientras que las bacterias gram positivas se observan de un color

azul-morado y las gram negativas de color rojo (Procop & Wilson, 2001).
5.14 Secrecion placentaria de quimiocinas

Con el objetivo de cuantificar la secrecion de quimiocinas en respuesta a la
infeccion, se utilizé la técnica de ELISA tipo sandwich. Para esta técnica se utilizaron
los estuches comerciales de anticuerpos de PeproTech: CCL-2 (Catalogo: 900-
K31), CCL-3 (Catélogo: 900-K35), CCL-5 (Catélogo: 900-K33) y CXCL-10
(Catalogo:900-K39); asi como los estuches comerciales de R&D Systems: CXCL-8
(Catalogo: DY208) y CXCL-16 (Catalogo: DY9034-05).

En la Tabla 5 se indicaron las concentraciones de trabajo de todos los reactivos
utilizados para cada ELISA. Primero se sensibilizo la placa de 96 pozos con el
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anticuerpo de captura diluido en PBS (volumen de 100 uL por pozo). Se mantuvo a
4°C durante toda la noche. Al dia siguiente se lavé 3 veces con buffer de lavado
(PBS + Tween 20 al 0.05%) utilizando un lavaplacas automatico (BIO-RAD) y se
bloqued con 300 uL de solucién de bloqueo (PBS + albumina bovina sérica (BSA)
al 1%) durante una hora a temperatura ambiente. Durante el tiempo de incubacion
se prepararon las curvas de calibracidén de cada quimiocina en buffer diluyente (PBS
+ BSA 0.1% + Tween 20 al 0.05%) o buffer de bloqueo segun correspondia
(diluyente para anticuerpos de la marca PeproTech o bloqueo para anticuerpos de
la marca R&D Systems). Todas las curvas estandar de referencia se prepararon con
8 puntos de diluciones seriadas de acuerdo con el rango indicado en la tabla 5y de
acuerdo con las instrucciones del proveedor. Al término del tiempo de bloqueo, se
lavé 3 veces cada placa y se agregd 100 uL de muestra o de cada punto de la curva
y se incubd durante 2 horas a temperatura ambiente con agitacién. Al término del
tiempo de incubacién se procedié a lavar 3 veces cada placa y se agrego el
anticuerpo de deteccion diluido en reactivo diluyente/bloqueo (volumen de 100 pL
por pozo), y se mantuvo en incubacion durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente
se lavaron las placas y se adicion6 100 ulL/pozo de estreptavidina-peroxidasa de
rabano (HRP) diluido en reactivo diluyente/bloqueo; se protegio de laluz y se incubd
a temperatura ambiente durante 30 minutos. Las placas se lavaron 3 veces y se
adicion6 el sustrato diclorhidrato de o-fenilendiamina (OPD) de Sigma Aldrich (St.
Louis, MO, EUA) diluido en buffer de fosfato de sodio (NasPQOa4) 0.2 M, acido citrico
0.1 M, 0.05% peréxido de hidrogeno al 30%, pH 5.0 para realizar la reaccién
colorimétrica. Se utilizé acido sulfarico 2N como solucion de paro. Las placas se
leyeron en un espectrofotometro a una longitud de onda de 405 nm con correccion
a 650 nm. La curva de calibracion se ajust6 a 4 parametros logisticos y la

cuantificacion final se normalizé por gramo de tejido.
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5.15 Ensayo de migracion de IVMCs en respuesta a la infeccién por S.

agalactiae o E. coli

Después de que se obtuvieron los medios condicionados de placenta cultivada en
condiciones de hiperglucemia e infectada por las bacterias en estudio, se procedio
a aislar células mononucleares intervellosas (Seccion 5.7) para realizar los ensayos

funcionales de migracion en respuesta a estos medios condicionados.

Previo al ensayo de migracion, las IVMCs se marcaron con el fluorocromo
CellTracker™ Green CMFDA (Numero de catalogo: C2995. Invitrogen). Las células
necesarias para el ensayo de migracion se diluyeron en 2 mL de medio RPMI y se
agrego el fluorocromo en una proporcion 1:1000. Las células se incubaron durante
45 minutos a 37°C con CO:2 al 5% en obscuridad. Al término del tiempo de
incubacion las células se centrifugaron durante 5 minutos a 550 g. Se eliminé el
sobrenadante y se resuspendié en solucion de Hank. Se repiti6 este proceso de
centrifugacion y resuspension en solucion de Hank para un total de 3 lavados.

Finalmente, las células se resuspendieron en medio RPMI-1640.

Para este ensayo se utilizo el modelo de cdmara de Boyden (Figura 5), con una
membrana porosa de 5 um. Como control positivo de quimioatraccion se utilizd
medio RPMI suplementado con SFBi al 20%. El ensayo se realiz6 de la siguiente
forma: en la camara inferior se colocaron los medios condicionados de placenta
como agente quimiotactico y en la camara superior se colocaron 300 uL de medio
RPMI ajustado a una concentracion de 1.66x10° IVMCs/mL. Se permitié que las

células migraran durante dos horas manteniéndolas a 37°C con 5% de CO:a.
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Células mononucleares
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Figura 5. CAmara de Boyden. Modificado de (Lautenschlaeger, 2011)

Al término de las dos horas de migracion se recolectaron 150 uL de medio de la
camara inferior por duplicado y se coloc6 en una caja de 96 pozos para su lectura
en un espectrofotometro de fluorescencia a 492/517 nm (Synergy 2 microplate
reader, Marca: Biotek). Para contabilizar el ndmero de células migrantes se
construyé una curva de calibracion relacionando el numero de células con la
fluorescencia emitida gracias a la internalizacion del CellTracker™. Esta curva se
construyo realizando diluciones seriadas a partir de un stock de 125,000 células
marcadas con el fluorocromo; los puntos de la curva en orden decreciente fueron:
125,000, 62,500, 31,250, 15,625, 7,812, 3,906 y 1,953 células. El blanco de la curva
fue medio RPMI sin suplementar. De esta forma fue posible cuantificar el nUmero
de células que pasaron desde la camara superior hacia la cAmara inferior. Ademas,
se restd un control de células con migracion espontanea debido a la gravedad. De

esta forma, la formula aplicada para el calculo de células migrantes fue la siguiente:

#Células migrantes

= #células (camara inferior) raramiento — #células (camara inferior) control negativo

5.16 Fenotipificacion de células migrantes en respuesta a la infeccion por S.

agalactiae o E. coli

Con el objetivo de identificar cuales poblaciones dentro de las IVMCs migran en
respuesta a los medios condicionados de placenta, se decidié utilizar la técnica de

citometria de flujo para determinar su fenotipo.
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Primero se realiz6 el ensayo de migracion tal como se describié en la seccion
pasada, con la modificacion de que las células no se marcaron con el fluorocromo
CellTracker™, sino que inmediatamente se colocaron en la camara de Boyden y se

dejaron migrar durante 2 horas a 37°C con 5% de CO..

Al término del tiempo de migracion se recolectaron los sobrenadantes de la camara
inferior y se transfirieron a tubos Eppendorf de 1.5 mL. Adicionalmente, se colocaron
dos tubos con 300,000 IVMCs cada uno; de estos dos tubos, uno se utiliz6 como
control de auto fluorescencia y el otro se utilizo para determinar la proporcion inicial
de monocitos, linfocitos T, linfocitos B, células NK y células NKT en la muestra de
IVMCs aislados. Estos tubos se centrifugaron a 400 g durante 5 minutos. Los
anticuerpos utilizados fueron: un mix de anticuerpos anti-CD3-FITC para la
deteccion de linfocitos T, anti-CD16 y -CD56-PE para la deteccion de células NK y
anti-CD19-APC para la deteccion de linfocitos B (BD Multitest™
CD3/CD16+CD56/CD45/CD19, Catalogo: 340500), ademas se agrego el anticuerpo
anti-CD14-PE-Cy7 (BD Pharmingen™, Catélogo: 562898) para la deteccion de
monocitos; se utilizaron las concentraciones recomendadas por el fabricante. Se
retird el sobrenadante cuidando de no eliminar el botén celular. Luego, el botén
celular se resuspendio y se agreg6 1.65 pL del mix de anticuerpos en cada tubo,
exceptuando el de auto fluorescencia. Los tubos se incubaron a temperatura
ambiente durante 15 minutos protegidos de la luz. Después de la incubacion, las
células se fijaron utilizando 250 pL de solucion FLS 1X (BD FACS™ Lysing Solution
10X concentrate Catalogo: 349202) y se dejaron incubar durante otros 10 minutos
protegidos de la luz. Tras esto, las células se lavaron con buffer de fosfatos 1X y se
centrifugaron a 400 gravedades durante 5 minutos. Finalmente, se retird el
sobrenadante, las células se resuspendieron en 100 pL de PBS 1X y se leyeron en
el citometro de flujo o se almacenaron a 4°C protegidos de la luz por un tiempo

maximo de 3 dias.

Se utilizé el citometro FACSAria™ Ill (Marca: BD Biosciences). Se analizaron 25,000
eventos por muestra, de los cuales, primero se seleccioné los eventos Unicos y de

estos eventos se seleccionaron aquellos que estuvieran en la regién de
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mononucleares. Las células CD14*, CD3*, CD20*, CD16*CD56" fueron detectadas
considerando la region de células mononucleares, mientras que las células
CD3*CD16*CD56™" fueron detectadas utilizando como region parental la regidon de
células CD16*CD56". En la Figura 6 se muestra el andlisis Batch con la estrategia
de seleccion, los pardmetros utilizados para el andlisis y plots representativos. Asi

mismo, en la Tabla 7 se resume la informacion de los anticuerpos y filtros utilizados.

Tabla 7. Anticuerpos utilizados para la deteccion de monocitos CD14*, linfocitos T
CD3*, células NK CD16*CD56", linfocitos B CD19" y células NKT CD3*CD16"CD56*.

Anticuerpo Antigeno Clona Fluorocromo | Filtro utilizado
Anti-CD3 CD3 SK7 FITC 502LP, 530/30
Anti-CD14 CD14 MéP9 PE-Cy7 735LP, 780/60
Anti-CD19 CD19 SJ25C1 APC 660/20
Anti-CD16 CD16 B73.1 PE 556LP, 585/42
Anti-CD56 CD56 NCAM16.2 PE 556LP, 585/42
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5.17 Expresion placentaria de TLR-2

Con el objetivo de estudiar el efecto de la hiperglucemia sobre la respuesta inmune
frente a una infeccion por S. agalactiae, se procedi6 a cuantificar la abundancia de
TLR-2 en los lisados de vellosidades placentarias. Se utilizé un kit de ELISA para

deteccién de TLR-2 humano de la marca Invitrogen (Catalogo: EH459RB).

Tras las 8 horas de infeccidén de los explantes placentarios con S. agalactiae en
condiciones de hiperglucemia o glucosa control, se recolectaron los explantes y se
colocaron en buffer de lisis RIPA (Tris-HCI 20 mM, EDTA 1 mM, NP-40 0.25%,
Deoxicolato de sodio 1%, NaCl 150 mM, SDS 0.1%) adicionado con inhibidor de
proteasas (Roche. Catalogo: 11697498001), las muestras se almacenaron a -40°C

hasta el momento de su procesamiento.

Posteriormente, las muestras se lisaron con ayuda de un polytron (Marca: OMNI
International. Modelo: Tissue Master 125), y se centrifugaron a 2851 g durante 10
minutos a 4°C. Se recupero6 el sobrenadante y se cuantifico la concentracion de

proteina. Cada muestra se ajust6 con 25 ug de proteina en 100 pL.

La ELISA se realiz6 de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La curva
estandar se preparo a partir de un vial de estandar de TLR-2 con una concentracion
de 80 ng/mL; los puntos de la curva fueron: 80, 32, 12.8, 5.12, 2.048, 0.819, 0.328
ng/mL y blanco. Como substrato se utilizo6 100 pyL de TMB (3,3'5,5-
Tetrametillbenzidina) y como solucién de paro se agreg6 50 uL de H2S0O40.2 N. Las

muestras se leyeron a 450 nm sin correccion.
5.18 Analisis estadistico

Todos los analisis estadisticos se realizaron con el software GraphPad Prism 10.1.1
(GraphPad Software Inc). Se consideré como diferencia estadistica significativa el
valor de p inferior a 0.05 (p < 0.05). Mediante la prueba de Shapiro-Wilk se
determind la distribucién de los datos como normal o no normal y en consecuencia
se eligi6 la prueba estadistica paramétrica o no paramétrica para comparacion entre
grupos. En el pie de las figuras se indica la prueba estadistica y el post-hoc
empleado.
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VI. RESULTADOS
6.1 Caracteristicas clinicas

En la Tabla 8 se resumen las caracteristicas clinicas de las madres donadoras de
placenta y los recién nacidos. Todas las pacientes cumplieron con los criterios de

inclusion.

Tabla 8. Caracteristicas clinicas de las pacientes que aceptaron donar su placenta

Caracteristica Promedio + DE Intervalo (min — max) \
Caracteristicas clinicas maternas
Edad (afios) 32+5 19-40
IMC pregestacional (kg/m?) 249 + 3.3 18.7 - 29.9
Numero de gestas 2+1 1-5
Semanas de gestacion 38.5+0.8 37.0 - 40.4
Presion sistolica (mm HQ) 116 + 10 99 - 130
Presion diastolica (mm Hg) 747 60 - 90
Ganancia de peso (kg) 11+4 3-20
Caracteristicas clinicas de los recién nacidos
Peso al nacer (kg) 3.14 £ 0.36 2.30-3.91
Talla (cm) 489+ 1.8 45 - 52
Perimetro cefalico (cm) 349+17 32-42
APGAR 1 min 9+2 7-9
APGAR 5 min 9+2 8-10
Peso de la placenta (g) 534.43 £ 218.08 328.20 - 685.90
27 mujeres (48.2%)
Sexo 29 hombres (51.8%) NA

APGAR: Aspecto, pulso, irritabilidad (del inglés grimace), actividad y respiracion; prueba
para evaluar la salud del neonato al minuto y a los cinco minutos de vida. IMC: Indice de
masa corporal. NA: No aplica. n = 56 placentas

6.2 Estandarizacion del modelo ex vivo de hiperglucemia

En primer término, se estandariz6 el modelo de hiperglucemia. Para lo cual se
construy0 una curva dosis-respuesta con diferentes concentraciones de glucosa
(10, 25, 35 y 50 mM) y se midié la secrecidn de las citocinas pro-inflamatorias TNF-
a, IL-1p e IL-6 por parte de explantes placentarios cultivados durante 48 horas en
estas condiciones. El estimulo con alta concentracion de glucosa favorecié la
sintesis de las 3 citocinas pro-inflamatorias; nicamente la concentracion de 50 mM
mostro diferencias significativas respecto a la glucosa control (Figura 7 A-C). Por

esta razon, se decidio utilizar esta concentracion como medio de hiperglucemia ya
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que reproduce un fendmeno asociado a la DMG vy la inflamacion de bajo grado.
Cabe sefalar que la inflamacién asociada a la hiperglucemia es de bajo grado, si
se compara con la inducida por un estimulo inflamatorio agudo como el LPS, que

induce una inflamaciéon de mayor magnitud.

Posteriormente se realizaron ensayos de viabilidad celular para asegurarnos que el
tejido placentario es viable dentro de los tiempos experimentales. Como se observa
en la Figura 7D, la exposicion de los explantes placentarios con el medio de alta
glucosa no modifica significativamente la viabilidad del tejido hasta las 96 horas de

cultivo, respecto a la viabilidad observada con medio de glucosa control.

En paralelo, se montd la tincion de PAS para observar la acumulacion de glucégeno
intratejido (marca en magenta). Como se puede observar en la Figura 7E y F, los
explantes cultivados en condiciones de hiperglucemia muestran mayores depdsitos
de glucégeno intravelloso, lo que coincide con este hallazgo histopatolégico
reportado en placentas de pacientes con DMG (Li et al., 2020).
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Figura 7. Validacion del modelo ex vivo de explantes placentarios cultivados en
medio de alta glucosa. El cultivo de vellosidades placentarias en medio suplementado con
glucosa 50 mM durante 48 horas induce la secrecion de A) TNF-a, B) IL-6 e C) IL-1B. El
tratamiento con LPS se aplic6 una sola vez con 500 ng/mL. n = 8 experimentos
independientes en triplicado. Prueba de Kruskal-Wallis seguido de la prueba de Dunn’s
como post hoc. Los datos se representan como la media y el rango intercuartil. Todas las
comparaciones se hicieron contra el tratamiento de glucosa 10 mM: *, p < 0.05. **, p < 0.01.
*** p < 0.001. (D) Ensayo de viabilidad con XTT de explantes placentarios cultivados
durante 96 horas con glucosa control o alta glucosa. n = 3 experimentos independientes en
triplicado. ANOVA de dos vias (andlisis de efecto combinado) seguido del post hoc de Tukey
y Sidak para comparaciones multiples pareadas. No se encontré diferencia significativa
entre grupos. Los datos se presentan como media y desviacion estandar. (E, F) Examen
histolégico de los depdsitos de glucogeno mediante la tincion de PAS en explantes
placentarios cultivados en medio de glucosa control (glucosa 10 mM) o hiperglucemia
(glucosa 50 mM). Las flechas indican los depésitos de glucdégeno. Micrografias
representativas de cuatro experimentos independientes. En la esquina inferior derecha la
escala indica 20 um.

Posteriormente, se opto por verificar el efecto de la presién osmotica. El medio con
glucosa 50 mM tiene una mayor presion osmatica que el medio con glucosa 10 mM,
por lo que fue necesario asegurarnos que la inflamaciéon observada era debido al
metabolismo de la glucosa y no debido a la alta presion osmética. Para comprobar
esto se llevo a cabo un ensayo de osmolaridad, previamente descrito en la seccién

5.10, por lo que a continuacion se presentan los resultados en la Figura 8.
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Figura 8. El aumento en la presion osmatica no induce la secrecion de las citocinas
A) TNF-a,, B) IL-6 e C) IL-18. Explantes cultivados durante 48 horas con distintas
concentraciones de glucosa y manitol. n = 5 experimentos independientes en triplicado. Los
datos se presentan como media y desviacion estandar. ANOVA de una via seguido de la
prueba de Tukey como post-hoc para comparaciones multiples pareadas: *, p < 0.05. **, p

< 0.01. ** p < 0.001. ****, p < 0.0001.

El manitol es un azlicar no metabolizable por lo que es utilizado para ensayos de
osmolaridad. Como ya se mostro en la Tabla 6, la presion osmdética ejercida por los
medios con manitol 40 o 45 mM es muy parecida a la presion osmaotica del medio
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con glucosa 50 mM (alrededor de los 350 mOsm). Sin embargo, como se observa
en la Figura 8, ninguno de los medios ajustados con manitol induce la secrecién de
TNF-a, IL-1B o IL-6; de hecho, las concentraciones de estas citocinas son muy
parecidas a las detectadas cuando el tejido se cultiva en medio con glucosa control.
No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos de glucosa 5y 10
mM. Sélo el cultivo de explantes placentarios en medio de glucosa 50 mM indujo la
secrecion de estos mediadores inflamatorios, y esto so6lo debido al metabolismo de

la glucosa y no debido a la presion osmdtica ejercida por el medio.
6.3 Identificacion de la cepa de S. agalactiae

Como ya se mencion6 en la metodologia, la cepa de S. agalactiae se obtuvo de la
ATCC (27956), por lo que contdbamos con su secuenciacion gendémica y la
identificacion de sus principales factores de virulencia. Sin embargo, decidimos
confirmar mediante PCR que se tratara de una cepa pura S. agalactiae. A

continuacion, se presentan los resultados en la Figura 9.

A s. agal S. agal
+ Muestra

30

=
H OO

Gen CpsG. S. agalactiae.
MW: 87 pb

Figura 9. Identificacion microscépica, macroscépicay molecular de S. agalactiae. A)
Amplificacion del Gen CpsG (peso molecular: 87 pb), mediante la técnica de PCR de punto
final. EI control positivo corresponde a una S. agalactiae previamente aislada en el INPer;
se utilizé agua como control negativo. B) Morfologia macroscépica de las colonias de S.
agalactiae. Crecimiento de colonias B-hemoliticas en agar sangre. C) Tinciobn de Gram
donde se observa la morfologia de bacterias gram positivas con forma de coco y con
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agrupaciones de cadenas de perlas (sefialado con flechas). En la esquina inferior derecha,
la escala indica 10 um.

En la literatura se indica que S. agalactiae es una bacteria gram positiva con
morfologia de coco y que forma agrupaciones en forma de cadenas de perlas.
Ademas, su morfologia de colonia se describe como pequefias colonias que
semejan gotas de rocio, transltcidas, redondas con bordes bien definidos (Edwars
& Baker, 2015). Como podemos observar en la Figura 9, esta bacteria cumple con
dicha descripcidn y no se observa contaminacion por otras bacterias. Por lo que
podemos afirmar que trabajamos con una bacteria pura. Ademas, mediante PCR
confirmamos que se trata de S. agalactiae pues expresa el Gen CpsG, el cual
codifica para una hexosiltransferasa previamente descrita en esta especie
bacteriana (Uniprot: Q8VLK2).

6.4 Efecto de la hiperglucemia sobre la capacidad de defensa de la placenta

frente a la infeccién por S. agalactiae

La placenta humana en condiciones de hiperglucemia tiene menor capacidad de
defensa ante la infeccién por S. agalactiae. Lo anterior se refleja en el aumento
significativo en el conteo de UFC/mL, tanto a las 4 como a las 8 horas post-infeccion
(Figura 10).

De forma paralela, se realizé el conteo de la bacteria libre, es decir sin la presencia
de explantes placentarios. Como puede observarse, el crecimiento libre bacteriano
es muy similar al crecimiento con explantes que se mantuvieron en condiciones de

glucosa control.

Por lo tanto, se puede concluir que la hiperglucemia debilita los mecanismos de

defensa placentarios y favorece el crecimiento extracelular de S. agalactiae.
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Figura 10. El conteo de UFC/mL de S. agalactiae es mayor cuando la placenta se
cultiva en condiciones de hiperglucemia. Tras 48 horas de cultivo en medio de glucosa
control (barras de color morado) o hiperglucemia (barras de color azul rey), se infectaron
explantes placentarios con una concentraciéon de 1x10° UFC/mL de S. agalactiae durante 4
u 8 horas. Las barras de color azul claro indican el crecimiento libre de S. agalactiae sin
explantes placentarios. n = 6 experimentos independientes en triplicado. Los datos se
presentan en forma de cajas (mediana y rango intercuartil) y bigotes (minimo — maximo).
Test de Mann-Whitney. *, p < 0.05. *** p < 0.001.

6.5 Invasion placentaria de S. agalactiae en el modelo de alta glucosa

Ademas de cuantificar la carga bacteriana en el medio de cultivo de los explantes
placentarios, se realiz6 la tincion de Brown-Hopps para observar la capacidad de
invasion de S. agalactiae en la vellosidad placentaria. A continuacion, se presentan

microfotografias de la vellosidad placentaria invadida por S. agalactiae.
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Figura 11. La hiperglucemia promueve una mayor invasividad de S. agalactiae en la
vellosidad placentaria tras 8 horas de infeccién. Las flechas sefalan a la bacteria
retenida en la barrera sincitial. Microfotografias representativas de tres experimentos
independientes. En la esquina inferior derecha se indica la escala de 50 um.

Como se observa en la Figura 11, S. agalactiae presenta una coloracién azul al ser
una bacteria gram positiva. Las microfotografias se tomaron en explantes infectados
durante 8 horas. Se observa que, en condiciones con altas concentraciones de
glucosa, la bacteria tiene mayor adherencia por el sinciciotrofoblasto y se pueden
apreciar multiples cuerpos bacterianos delineando la vellosidad placentaria. Por lo
tanto, la placenta puede contener la infeccion a nivel de la barrera sincitial, pero la

hiperglucemia debilita esta capacidad de defensa.

6.6 Secrecion de quimiocinas por parte de la placenta humana pretratada con
medio de hiperglucemiay en respuesta a la infeccion por S. agalactiae

Después de observar la menor capacidad de defensa de la placenta contra S.
agalactiae, proseguimos a estudiar el perfil de secrecién de quimiocinas, ya que
estas moléculas cumplen un rol primordial al orquestar la migracion de células

inmunes que ayudan a eliminar las bacterias (Sokol & Luster, 2015).
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Figura 12. La hiperglucemia disminuye la secrecién placentaria de las quimiocinas A)
CCL-2, B) CCL-3, C) CCL-5, D) CXCL-8, E) CXCL-10 y F) CXCL-16 en respuesta a la
infeccién con S. agalactiae. En morado se muestran los explantes cultivados en medio de
glucosa control, y en azul aquellos cultivados en medio alto en glucosa. Las barras con
puntos blancos indican los explantes infectados por S. agalactiae. Al término de los tiempos
de infeccion (4 y 8 horas) se recolecto el sobrenadante y se cuantifico la concentracion de
quimiocinas. n = 5 experimentos independientes en triplicado. Los datos se presentan como
media y desviacion estandar. ANOVA de una via seguido de la prueba de Tukey como post-
hoc para comparaciones multiples pareadas. *, p < 0.05. **, p < 0.01. *** p < 0.001. **** p
< 0.0001.
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Nosotros hipotetizamos que las placentas cultivadas en medio de hiperglucemia
aumentarian la secrecion de quimiocinas en respuesta a la infeccion por S.
agalactiae ya que ambos (hiperglucemia e infeccién), por si solos, constituyen
estimulos inflamatorios, pero sorprendentemente el efecto observado fue opuesto.
Como se observa en la Figura 12, la secrecién de CCL-2, CCL-3, CXCL-8 y CXCL-
16 se vio disminuida en placentas cultivadas en medio de hiperglucemia e
infectadas con S. agalactiae a las 8 horas post infeccion. Por otra parte, la infeccion
por S. agalactiae no aumentoé la secrecion de CCL-5 ni CXCL-10 con respecto a

explantes sin infectar.

6.7 Migracion de células mononucleares intervellosas en respuesta a la
infeccion por S. agalactiae en placentas cultivadas en condiciones de
hiperglucemia

La menor sintesis de quimiocinas podria modificar el perfil de atraccion de células
inmunes a la placenta, por lo que se decidid realizar ensayos funcionales de

migracion.

Para estos ensayos se aislaron células mononucleares intervellosas a partir de

sangre placentaria.
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Figura 13. La hiperglucemia disminuye la capacidad de quimioatraer células
mononucleares intervellosas en respuesta a la infeccién por S. agalactiae. Para el
ensayo de migracion se utilizaron los medios condicionados de placenta tras 8 horas de
infeccion por S. agalactiae. n = 5 experimentos independientes en triplicado. Los datos se
presentan como media y desviacion estandar. Prueba T de Student no pareada. *, p < 0.05.
Control positivo: Medio RPMI 1640 + SFBi 20%.

Siguiendo en linea con lo observado en la seccidon anterior, donde las placentas
cultivadas en medio de hiperglucemia e infectadas con S. agalactiae disminuyeron
su produccion de las quimiocinas CCL-2, CCL-3, CXCL-8, y CXCL-16, esperabamos
observar una menor migracién de células inmunes, lo cual, como se observa en la
Figura 13, termina ocurriendo. Las placentas cultivadas en medio de hiperglucemia
e infectadas con S. agalactiae atraen menos IVMCs que aquellas placentas
cultivadas en medio control, e incluso el nUmero de células migrantes es similar al

tratamiento sin infeccion (Glucosa 50: 7794 células vs Glucosa 50 + S. agalactiae:
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8293 células), por lo que, es de esperar que en estas condiciones la placenta no

sea capaz de enfrentarse adecuadamente a una infeccion.

6.8 Caracterizacion fenotipica de las células inmunes que migran en respuesta

alainfeccion por S. agalactiae

El siguiente paso fue determinar el fenotipo de las células migrantes, y determinar

si una estirpe se ve mas afectada que otra.
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Figura 14. Atraccién de IVMCs por medios condicionados de placenta infectada por
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NKTs. n = 4 experimentos independientes. Los datos se presentan como media y error
estandar. Prueba T de Student no pareada. No se encontrd diferencia significativa entre
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grupos. Control positivo: Medio RPMI 1640 + SFBi 20%.
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Como se observa en la Figura 14, la hiperglucemia tiende a disminuir la migracion
de monocitos, linfocitos T, linfocitos B, células NK y células NKT de forma

generalizada; sin embargo, no se observo diferencia estadistica entre grupos.

Esto podria indicarnos que la disminucion en la capacidad quimiotactica de la
placenta humana no afecta la migracion de alguna estirpe celular en especifico, sino
que en general tiende a disminuir la migracién de monocitos, linfocitos T, linfocitos

B, células NK y células NKT.

6.9 La infeccidén por S. agalactiae no disminuye la viabilidad de explantes

placentarios tras 8 horas de infeccion

Después de observar que los explantes placentarios cultivados en medio de
hiperglucemia y posteriormente infectados por S. agalactiae disminuyen la
secrecion de CCL-2, CCL-3, CXCL-8 y CXCL-16, y que muestran una reducida
capacidad de quimioatraer células mononucleares intervellosas, nos preguntamos

gué factores podrian ocasionar este fendmeno.

Una de las hipotesis es que la infeccion e hiperglucemia pueden disminuir la
viabilidad de los explantes, y que, por lo tanto, la disminucién en la secrecion de
guimiocinas fuera debido a una menor viabilidad del tejido. Para responder esta

pregunta realizamos un ensayo de viabilidad con XTT.
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Figura 15. La infeccién por S. agalactiae no disminuye la viabilidad de los explantes
placentarios en cultivo. n = 3 experimentos independientes en triplicado. Los datos se
presentan como media y desviacion estandar. ANOVA de una via. No se encontro
diferencia entre grupos.

Con este resultado podemos descartar que la disminucidon en la secrecion de
quimiocinas sea debido a que la infeccidn, o la condiciébn combinada de infeccion e
hiperglucemia, disminuya la viabilidad del tejido. Por lo tanto, debe existir algun otro

mecanismo que esté regulando la secrecion de quimiocinas.

6.10 La hiperglucemia en conjunto con una infeccion por S. agalactiae

disminuyen la produccion placentaria de TLR-2

Tras asegurarnos que la infeccion por S. agalactiae no disminuye la viabilidad de
los explantes placentarios, se planteoé la posibilidad de una reduccién en la sintesis
de TLR-2 para explicar por qué disminuye la secrecion de las quimiocinas antes
descritas. Para responder a ello, se realizé la cuantificacion intracelular de TLR-2
mediante un kit de ELISA.
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Figura 16. La hiperglucemia disminuye la expresion de TLR-2 en respuesta a la
infeccion por S. agalactiae. n = 4 experimentos independientes en triplicado. Los datos
se presentan como media y desviacion estandar. Prueba T de Student no pareada. *, p <
0.05.

Se observé que no hay cambios en la expresion de TLR2 con los tratamientos de
glucosa control y alta glucosa sin infeccion, asi como glucosa control e infeccién por
S agalactiae. Sin embargo, la condicion combinada de hiperglucemia e infeccién
resulté en una reduccidn significativa de la abundancia intracelular de TLR2 (Figura
16). Con este resultado es posible sugerir que la disminucion en la secrecion de
quimiocinas en respuesta a la infeccion por S. agalactiae en explantes cultivados en
medio de hiperglucemia es debido a la disminucion en la sintesis de TLR-2, ya que
este receptor desencadena vias de sefalizacion que promueven la sintesis y

secrecion de citocinas y quimiocinas.
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6.11 Identificacion de la cepa de E. coli

En la literatura se indica que E. coli es una bacteria gram negativa con morfologia
de bacilo y que no forma agrupaciones; ademas, su morfologia en cultivo se
describe como: colonias de color blanco, opacas, redondas y con bordes bien
definidos (Luthje & Brauner, 2014). Como podemos observar en la Figura 17, esta
bacteria cumple con la descripcién de E. coli y no se observa contaminacion por
otras bacterias con diferente morfologia bacteriana. Por lo que podemos afirmar que
se trabajé con una bacteria pura. Ademas, mediante PCR se confirmé que se trata
de E. coli pues expresa el Gen OmpT, el cual codifica para una aspartilproteasa de
la membrana externa, previamente descrita en esta especie bacteriana (Uniprot:
P09169).

A B

E. coli E. coli C-
+ Muestra

300

100

80
60

40

20

Gen OmpT. E. coli.
MW: 92 pb

Figura 17. Identificacion microscopica, macroscopicay molecular de E. coli. Mediante
la técnica de PCR vy electroforesis en gel de agarosa se identificd A) el Gen OmpT con un
peso molecular de 92 pb. El control positivo corresponde a una E. coli previamente aislada
en el Instituto Nacional de Perinatologia, y se utilizé agua como control negativo. Asimismo,
se observo y se realiz6 B) tincién de Gram. En la esquina inferior derecha la escala indica
10 pm.
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6.12 Efecto de la hiperglucemia sobre la capacidad de defensa de la placenta

frente a la infeccién por E. coli

La placenta humana en condiciones de hiperglucemia tiene menor capacidad de
defensa ante la infeccidén por E. coli, reflejandose en el aumento en el conteo de
UFC/mL tanto a las 4 como a las 8 horas post-infeccién (Figura 18). Por otra parte,
el conteo de la bacteria libre fue mayor que el observado con cualquiera de los
tratamientos en los explantes placentarios. Esto quiere decir que la placenta
presenta una actividad microbicida importante contra este bacilo. Por lo tanto, se
puede concluir que la hiperglucemia debilita los mecanismos de defensa

placentarios y favorece el crecimiento extracelular de E. coli.
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Figura 18. El conteo de UFC/mL de E. coli es mayor cuando la placenta se cultiva en
condiciones de hiperglucemia. Tras 48 horas de cultivo en medio de glucosa control
(barras de color verde) o hiperglucemia (barras de color rojo) se infectaron explantes
placentarios con una concentracién de 1x10° UFC/mL de E. coli durante 4 u 8 horas. Las
barras de color crema indican el crecimiento libre de E. coli sin explantes placentarios. n =
8 experimentos independientes en triplicado. Los datos se presentan en forma de cajas
(mediana y rango intercuartil) y bigotes (minimo — maximo). Test U de Mann-Whitney. ***,

p <0.001. **** p < 0.0001.
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6.13 Invasion placentaria de E. coli en el modelo de alta glucosa

Glucosa 10 mM

Lozt B A

Figura 19. La hiperglucemia promueve una mayor invasividad de E. coli en la
vellosidad placentaria. Las flechas sefialan zonas con cumulos bacterianos.
Microfotografias representativas de tres experimentos independientes. En la esquina
inferior derecha se indica la escala de 50 um. Fotos tomadas en conjunto con Arumi
Villafuerte. Incluidas en la tesis (Villafuerte Pérez, 2023).

Como se observa en la Figura 19, E. coli presenta una coloracién roja al ser una
bacteria gram negativa. Las microfotografias se tomaron en explantes infectados
durante 8 horas. En condiciones de glucosa control, E. coli es detenida a nivel de la
barrera sincitial. Sin embargo, cuando los explantes fueron incubados con glucosa
50 mM, la bacteria invadio la vellosidad placentaria, atraveso la barrera sincitial y
llegé al mesénquima placentario. Este resultado nos indica que la capacidad de
defensa de la placenta humana es menos eficiente contra E. coli que contra S.
agalactiae, ya que en el caso de esta ultima si fue capaz de retenerla en la barrera
sincitial. En resumen, la hiperglucemia debilita la defensa de la placenta pues pierde

la capacidad de retener la infeccion por E. coli en la barrera sincitial.

6.14 Secrecién de quimiocinas por parte de la placenta humana pretratada con

medio de hiperglucemiay en respuesta a la infeccion por E. coli

Después de observar la menor capacidad de defensa de la placenta contra E. coli,

proseguimos a estudiar el perfil de secrecion de quimiocinas.
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Figura 20. Secrecién placentaria de las quimiocinas A) CCL-2, B) CCL-3, C) CCL-5D)
CXCL-8, E) CXCL-10y F) CXCL-16 en respuesta a la hiperglucemiay la infecciéon por
E. coli. Tras incubar explantes placentarios durante 48 horas en condiciones de glucosa
control (barras verdes) o hiperglucemia (barras rojas), se infectaron con 1x10° UFC/mL de
S. agalactiae durante 4 u 8 horas. Las barras con puntos blancos indican los explantes
infectados por E. coli. n = 5 experimentos independientes en triplicado. Los datos se
presentan como media y desviacion estandar (A, C, Dy F) o en forma de cajas (mediana y
rango intercuartil) y bigotes (minimo — méaximo) (B y E). ANOVA de una via seguido de la
prueba de Tukey como post-hoc, para el caso de A, C, D y F. Prueba de Krustal-Wallis
seguido de la prueba de Dunn como post hoc, enelcasode By E. *, p<0.05. **, p < 0.01.

*ex ) < 0.0001.
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A diferencia de lo observado en el caso de S. agalactiae, los explantes cultivados
en condiciones de hiperglucemia e infectados por E. coli no disminuyeron la
secrecion de ninguna quimiocina en estudio respecto a los explantes cultivados en
medio control. Ademas, la infeccién por E. coli s6lo indujo la secrecion de CCL-3,
CCL-5 y CXCL-8 respecto a explantes no infectados, a las 8 horas post-infeccién
(Figura 20).

Estos resultados sugieren que la placenta es capaz de montar una respuesta
patégeno-especifica. Asimismo, dado que la condicion combinada de infeccion con
E. coli e hiperglucemia no disminuy6 la secrecibn de ninguna quimiocina en
comparacion con los explantes infectados y con glucosa control, es de esperarse

que no se modifique la capacidad de quimioatraccién de la vellosidad placentaria.

6.15 Migracion de células mononucleares intervellosas en respuesta a la

infeccion por E. coli en placentas cultivadas en condiciones de hiperglucemia

Para comprobar si la capacidad placentaria para quimioatraer células inmunes no
se veia afectada ante la infeccidn por E. coli, se realizaron ensayos de migracion de

células mononucleares intervellosas.
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Figura 21. La hiperglucemia no disminuye la capacidad de quimioatraer células
mononucleares intervellosas en respuestaalainfeccién por E. coli. n =7 experimentos
independientes en triplicado. Los datos se presentan como media y desviacion estandar.
Prueba T de Student no pareada. *, p < 0.05. Control positivo: Medio RPMI 1640 + SFBi
20%.

En concordancia con el aumento de la secrecién de las quimiocinas CCL-3, CCL-5
y CXCL-8 en respuesta a la infeccion por E. coli en glucosa control (Figura 20), en
esta Figura 21 se puede observar mayor migracion de IVMCs en el grupo infectado
y con glucosa control. La condicion combinada de hiperglucemia e infeccion no
modificé lacapacidad de quimioatraccion de IVMCs, en comparacion con la

infeccion en glucosa control.

6.16 Caracterizacion fenotipica de las células inmunes que migran en

respuesta a la infeccion por E. coli

Después de determinar que la infeccion por E. coli induce la migracion de IVMCs,
el siguiente paso fue determinar si la placenta humana quimioatrae alguna estirpe

celular en especial dentro de las IVMCs.
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Figura 22. Atraccion de IVMCs por medios condicionados de placenta infectada por
E. coli. Migracion de: A) monocitos, B) linfocitos T, C) linfocitos B, D) NKs, o E) NKTs. n =
3 experimentos independientes. Los datos se presentan como media y error estandar.
Prueba T de Student no pareada. No se encontré diferencia significativa entre grupos.
Control positivo: Medio RPMI 1640 + SFBi 20%.

En el caso de la infeccién por E. coli, como se muestra en la Figura 22, no se

observd que la placenta pueda atraer selectivamente alguna estirpe celular. De
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hecho, se observa que los explantes cultivados en hiperglucemia e infectados
guimioatraen practicamente la misma cantidad de monocitos, linfocitos T, células
NK y células NKT respecto a las placentas cultivadas en medio control. So6lo se
observa un ligero aumento en la migracién de linfocitos B en placentas cultivadas
en hiperglucemia e infectadas respecto a las placentas infectadas y cultivadas en

glucosa control, aunque no mostré diferencia significativa.

6.17 La infeccion por E. coli no disminuye la viabilidad de explantes
placentarios tras 8 horas de infeccion

Finalmente, se comprob0 si la infeccién por E. coli no disminuye la viabilidad de los
explantes placentarios, y no se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos después de 8 horas de infeccién (Figura 23). Por lo tanto, no se

encuentra comprometida la viabilidad del tejido debido a la infeccidn con este bacilo.

2.0

-
(3]
]

Absorbancia 4z, . /g de tejido
5
]

GlucosamM
E. coli - - + +

Incubacion 8 horas

Figura 23. La infeccion por E. coli no disminuye la viabilidad de explantes
placentarios. n = 3 experimentos independientes en triplicado. Los datos se presentan
como media y desviacion estandar. ANOVA de una via. No se encontré diferencia entre
grupos.
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VIl. ANALISIS DE RESULTADOS Y DISCUSION

El embarazo conlleva multiples adaptaciones fisicas, hormonales e inmunologicas

que permitiran la supervivencia y desarrollo del feto (Kohlhepp et al., 2018).

Especificamente hablando de la adaptaciéon inmunoldgica, desde los trabajos de
Peter Medawar se ha hablado de una paradoja del embarazo, ya que a pesar del
que el feto expresa antigenos paternos (por lo que se le considera un producto semi
alogénico), el sistema inmune de la madre no lo rechaza (Medawar, 1961). Hoy en
dia se sabe que un actor principal en este estado de inmunotolerancia es la
placenta, la cual participa activamente como un 6érgano inmunoregulador que
permite el desarrollo del feto semialogénico a la vez que mantiene la capacidad de

responder ante un reto infeccioso (Zaga-Clavellina et al., 2021).

Se conocen varios posibles mecanismos que ayudan a mantener este estado de
inmunotolerancia durante el embarazo, por ejemplo: a) expresion del antigeno
leucocitario humano G (HLA-G) en células trofoblasticas, el cual inhibe Ila
citotoxicidad de las células NK; b) generacion de células dNK con fenotipo
CD56superbrigtCD16- , por lo que presentan menor actividad citotoxica que las NK
periféricas (con fenotipo CD569MCD16%); ¢) mayor produccion de células T
reguladoras en sangre periférica y en decidua; d) expresion de indolamina 2,3-
dioxigenasa (IDO) en monocitos deciduales, lo que lleva a la apoptosis de células T
reactivas; e) arresto de células dendriticas en un estado tolerogénico a través de la
secrecion de galectina 1 y el factor de crecimiento transformante beta 1 (TGF-p1)
por parte de células deciduales; entre otros (Arck & Hecher, 2013; Valencia-Ortega
et al., 2020).

Sin embargo, esto no significa que la placenta y la madre queden desprovistos de
la capacidad de montar respuestas inmunes frente a diversos patdgenos como
bacterias, virus, parasitos u hongos (Hoo et al., 2020). La expresion de TLRs en la
placenta permite detectar la presencia de patdogenos, con la subsecuente secrecion
de citocinas como TNF-a, IL-1p o IL-6 (Xiao et al., 2022); quimiocinas como CCL-2,
CCL-3, CCL-5, CXCL-8, CXCL-10, CXCL-12 o0 CXCL-16 (Argueta et al., 2022; Fan
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et al., 2019; Guo et al., 2022; Ma et al., 2007; Megnekou et al., 2023); y péptidos

antimicrobianos (Olmos-Ortiz, Flores-espinosa, et al., 2019).

Desafortunadamente, algunas condiciones patolégicas del embarazo pueden
vulnerar la capacidad de defensa placentaria, siendo una de estas condiciones la
DMG. Por ejemplo, se ha descrito que pacientes con DMG ven alterado su perfil de
secrecion de quimiocinas como CCL-2, CXCL-8 y CXCL-12 (Liu et al., 2022).
También se ha observado que la expresion y produccion de péptidos
antimicrobianos se ve disminuida en modelos murinos, in vitro y en pacientes con
diabetes mellitus tipo 2 (Andersen et al., 2016; Froy et al., 2007; Jiménez-Escutia et
al., 2023; Lan et al., 2012; Lan et al., 2011). En conjunto con lo anterior, se ha
descrito que pacientes con DMG tienen el doble de riesgo de desarrollar infecciones
del tracto urinario e infecciones cervicovaginales (Rafat et al., 2021; Yefet et al.,
2023; Zhang et al., 2018). Debido a lo anterior, en este trabajo se investigo el efecto
gue tiene la hiperglucemia sobre la secrecion de quimiocinas ante un reto infeccioso
por S. agalactiae o E. coli, asi como su efecto sobre la capacidad placentaria para

quimioatraer células inmunes en respuesta a estas infecciones.

En nuestro grupo de trabajo estandarizamos las condiciones experimentales para
simular un estado de hiperglucemia severa las cuales consisten en incubar
explantes placentarios durante 48 horas en medio DMEM ajustado a una
concentracion de glucosa 50 mM como medio hiperglucémico y medio DMEM
ajustado a una concentracion de glucosa 10 mM como medio control (Jiménez-
Escutia et al., 2023). En este estudio, el medio de glucosa 50 mM induce la
secrecion de TNF-a, IL-1B o IL-6 y el aumento de depdsitos de glucogeno en la
vellosidad placentaria, ambos fenédmenos previamente reportados a nivel periférico
y de placenta de pacientes con DMG (Huang et al., 2022; Li et al., 2020). Es
importante aclarar que el estimulo inflamatorio debido al cultivo de explantes en
medio ajustado a glucosa 50 mM fue de menor grado que el observado con el
tratamiento con LPS de E. coli, antigeno ampliamente utilizado como inductor de un
proceso inflamatorio agudo tanto en cultivos celulares como en modelos animales

(Olmos-Ortiz, Déciga-Garcia, et al., 2019; Preciado-Martinez et al., 2018; Zavan et
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al., 2016). La explicacion de este fendmeno se encuentra en que el estado
inflamatorio asociado a las enfermedades cronicas como la diabetes mellitus tipo 2
es conocido como meta-inflamacion (inflamacion metabdlica), cuya principal
caracteristica es un estado inflamatorio de bajo grado sostenido a lo largo del
tiempo, que puede ser por meses (como en la DMG) o afios (diabetes mellitus tipo
2, hipertension) (Catalano, 2014; Huang et al., 2022; Tagoma et al., 2022). Durante
la estandarizacion del modelo no se considero estudiar el efecto inflamatorio del
LTA, estimulo que simula una infeccidn por bacterias gram positivas, ya que este
antigeno es menos inmunogénico que el LPS y lo que se buscaba con este control
era observar una inflamacién aguda asociada a una infeccion, por lo que se

consider6 que ese objetivo se alcanzaba con el solo estimulo con LPS.

Asimismo, verificamos mediante ensayos de viabilidad con el reactivo XTT que el
medio con altas concentraciones de glucosa no modifica la viabilidad del tejido tras
96 horas de cultivo. Finalmente, verificamos que la inflamacion tisular no fuera
debido a la presién osmética del medio y comprobamos que la inflamacién es debido
al metabolismo de la glucosa, ya que el aumento en la secrecion de TNF-a, IL-13 0
IL-6 solo se observé en explantes cultivados en medio de hiperglucemia y no en
aguellos medios con manitol que simulaban la presion osmética del medio ajustado
a glucosa 50 mM. Con esto, planteamos un modelo capaz de replicar fenémenos
observados clinicamente en pacientes con DMG y que nos permitié trabajar con un
tejido vivo durante 96 horas.

Como ya se menciond, las pacientes con DMG tienen mayor riesgo de padecer
infecciones bacterianas, y entre los patégenos causantes de éstas podemos
encontrar: a) S. agalactiae, una bacteria gram positiva que esta presente en el 20%
de las mujeres embarazadas; y b) E. coli, bacteria gram negativa causante del 80%
al 90% de las infecciones de vias urinarias en embarazadas en México (Dautt-Leyva
et al., 2018). A nivel mundial y en México, las infecciones por estos patdgenos se
relacionan con un mayor riesgo de presentar ruptura prematura de membranas y

parto pretérmino (Kalinderi et al., 2018; Rafat et al., 2021). Sin embargo, aun no se
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han estudiado a profundidad los mecanismos que provocan este mayor riesgo de

padecer infecciones en una paciente con DMG.

En nuestro estudio, observamos que el cultivo de explantes placentarios en medio
de hiperglucemia disminuye la capacidad de defensa placentaria frente a la
infeccion por S. agalactiae o E. coli. Ademas, la hiperglucemia favorecio la
proliferacion y adherencia de S. agalactiae a la barrera sincitial de la vellosidad
placentaria; mientras que en el caso de E. coli, la hiperglucemia permiti6 a esta
bacteria atravesar el sinciciotrofoblasto e invadir la mesénquima placentaria. Cabe
sefalar que esto representa un escenario adverso, pues la infeccion que ha llegado
al interior de la vellosidad podria cruzar directamente hacia el feto. Este doble
escenario de infeccidbn mas hiperglucemia severa es comun en la practica clinica
(Beksac et al., 2019; Nicolle et al., 2019; Rafat et al., 2021; Yefet et al., 2023; Zhang
et al., 2018).

Tras observar el debilitamiento de la defensa placentaria debido a la hiperglucemia,
proseguimos a estudiar su efecto sobre la secrecién de quimiocinas en la placenta
durante la infeccion por S. agalactiae o E. coli. Las quimiocinas son importantes
mediadores de la respuesta inmune ya que su principal funcion es la
quimioatraccion de células leucocitarias hacia el sitio de la infecciébn para su
eliminaciéon y eventual resolucion; por lo que la desregulacion en estos importantes
péptidos podria resultar en la atenuacion de uno de los mecanismos naturales para

eliminar a los patégenos.

En este estudio observamos que la hiperglucemia disminuyé la secrecion de las
guimiocinas CCL-2, CCL-3, CXCL-8 y CXCL-16, tras la infeccion con S. agalactiae.
Estas quimiocinas son responsables de la quimioatraccion de monocitos y células
NK por parte de CCL-2; de linfocitos T, células NK y macrofagos por parte de CCL-
3; de neutrdfilos por parte de CXCL-8; y de monocitos y células NKT por parte de
CXCL-16 (Arck & Hecher, 2013; Aslani et al., 2021; Nagarsheth et al., 2017; Sokol
& Luster, 2015). Por lo que esta menor capacidad de la placenta humana para

secretar quimiocinas en el contexto de hiperglucemia y una infeccion por S.
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agalactiae conlleva, nuevamente, a un debilitamiento en su capacidad de defensa

al no poder reclutar células inmunes.

Mediante un ensayo funcional de migracion se verific6 si este doble estimulo
inflamatorio de hiperglucemia e infeccion, asociado con una menor producciéon de
guimiocinas, efectivamente resultaba en una menor quimioatraccion de células
iInmunes por parte de la placenta. En nuestro estudio decidimos utilizar a la
poblacion de células mononucleares intervellosas (IVMCs) compuesta
mayoritariamente por linfocitos T, seguido de monocitos, células NK, y finalmente
linfocitos B (Solders et al., 2017; Vega-Sanchez et al., 2010). Como su nombre lo
indica, esta poblacion se encuentra en la sangre intervellosa y se encuentra en
contacto directo con la placenta. Ademas, son capaces de responder ante un
gradiente de quimiocinas (Solders et al., 2019), siendo capaces de actuar contra
patdgenos en este tejido. Debido a esto y a su facil obtencion, se decidio trabajar

con estas poblaciones leucocitarias.

Tras los ensayos de migracion observamos que, de acuerdo con la secrecidén de
guimiocinas y tal como se esperaba, la capacidad de la placenta para quimioatraer
IVMCs disminuia cuando era expuesta a la hiperglucemia y la infeccién por S.
agalactiae. Posteriormente, se evalué si habia alguna poblacién en particular que
migrara menos ante estos estimulos, pero ninguna de ellas fue afectada de forma

especifica, sino que todas disminuyeron su migracion de forma generalizada.

Por otra parte, el escenario ante la infeccién placentaria por E. coli fue distinto. Si
bien se observd que la hiperglucemia también disminuye la capacidad de defensa
contra este bacilo (conteo de UFC/mL e invasividad en la vellosidad placentaria), la
condicion combinada de hiperglucemia e infeccion no modifico ni la secrecion de

quimiocinas, la migracion de IVMCs ni de sus poblaciones.

Por otra parte, para entender qué mecanismos podrian explicar la menor secrecion
de quimiocinas y atraccion de IVMCs ante la hiperglucemiay la infeccion placentaria
por S. agalactiae, se consideraron 3 hipétesis: afectacion de la viabilidad del tejido
placentario, cambio en el perfil de expresion de TLR-2, o mecanismos de represion

molecular para la expresién de quimiocinas.
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Con los ensayos de XTT observamos que la infeccion por S. agalactiae no
disminuye la viabilidad de los explantes placentarios expuestos a glucosa control o
alta glucosa, al menos a la concentracién empleada (1x10° UFC/mL) y durante 8
horas post-infeccién. Por lo tanto, este mecanismo no es responsable de la
disminucién en la secrecion de quimiocinas y la atraccion de IVMCs que se
demostraron en esta tesis. De forma paralela, se comprobdé que la infeccion por E.

coli tampoco disminuye la viabilidad del cultivo de explantes placentarios.

Para el estudio de la segunda hipotesis, se debe considerar que S. agalactiae es
una bacteria gram positiva y E. coli una gram negativa; esto implica que el principal
antigeno de la primera sea el acido lipoteicoico y que el principal antigeno del
segundo sea el LPS (Becerra et al., 2016). El acido lipoteicoico es reconocido en
nuestras células a través del dimero TLR2/TLR6 (Santos- Sierra et al., 2006)
mientras que el LPS es reconocido a través de TLR4 (Oliveira & Reygaert, 2021);
ambos receptores al ser activados llevan a cabo cascadas de sefializacion que
finalmente llevan a la produccién y secrecién de citocinas y quimiocinas (Kim et al.,
2011; Ubanako et al.,, 2019). Por esta razén se consideré explorar si la
hiperglucemia podria desregular la expresién de estos receptores en la placenta

humana.

Se sabe que la placenta expresa los 10 TLRs a lo largo de toda la gestacion, y
especificamente los TLR2/TLR6 y TLR4 presentan una mayor abundancia durante
el tercer trimestre del embarazo (Olmos-Ortiz et al., 2019), por lo que son
perfectamente capaces de sensar y responder ante la infeccion por S. agalactiae o
E. coli. Se ha descrito que las placentas provenientes de madres con DMG tienen
una mayor expresion de TLR4, y esto se ha relacionado con la hiperglucemia (Li et
al., 2020). Por otro lado, no fue posible encontrar en la literatura un antecedente
sobre la expresion de TLR2 o TLR6 en placentas de madres con DMG, pero si se
encontré evidencia proveniente de un modelo de obesidad inducida en rata donde
se detectd una disminucion en la expresion de TLR-2 en el rifidbn y en el cerebro
(Froy et al., 2007). Adicionalmente, se describié que en macréfagos provenientes

de pacientes con diabetes mellitus tipo 2 y con infeccidn grave por M. tuberculosis,
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presentaron una menor expresion de TLR-2 respecto a pacientes con diabetes

mellitus tipo 2 pero no infectados (Panda et al., 2022).

Mediante un ensayo de ELISA cuantificamos la expresion del TLR-2 en respuesta
a los estimulos de hiperglucemia y/o infeccion por S. agalactiae. Tras 8 horas post-
infeccion, el doble estimulo de hiperglucemia e infeccion resulté en una disminucién
significativa en la expresion del TLR-2. Este resultado concuerda con la disminucion
en la secrecion de quimiocinas, ya que, si disminuye la expresion de TLR-2, también
disminuye la deteccidon de este patdgeno y no se activan las vias de sefalizacion,
como la via de NF-xB, involucradas en la sintesis de citocinas y quimiocinas (Kim
et al., 2011).

Por ende, hasta el momento podemos proponer que el doble estimulo inflamatorio
de hiperglucemia e infeccion por S. agalactiae disminuyen la expresion del TLR-2,
lo que disminuye la activacion de vias de sefializacion como NF-«xB resultando en
una menor sintesis y secrecidn de quimiocinas en respuesta a la infeccion.
Finalmente, al disminuir la produccién de quimiocinas la placenta, disminuye su
capacidad de quimioatraer células inmunes, como las IVMCs, hacia el sitio de
infeccién. Sin embargo, aln no es claro cual es el mecanismo responsable de esta
disminucién en la expresion del TLR-2 placentario, por lo que es necesario seguir

estudiando con mayor profundidad este fenémenao.

La tercera hipotesis planteada, que considera mecanismos de represion molecular,
podria estar relacionada con el mecanismo de tolerizacidbn de citocinas. Este
mecanismo ha sido descrito en macrofagos, en los que se observo que tras una
primera exposicion al LPS, éstos secretaban grandes cantidades de TNF-a (Foster
et al.,, 2007). Sin embargo, si a las 24 horas estos mismos macrofagos eran re-
estimulados con LPS, la produccion de TNF-a era abatida y, en su lugar, se
secretaban marcadores anti-inflamatorios y antimicrobianos (Foster et al., 2007). De
esta forma, la re-exposicion a estimulos inflamatorios (en este caso el LPS), abate
la produccion de citocinas inflamatorias. Interesantemente, este mismo fenbmeno
no solo se ha observado con el LPS sino también ante la re-exposicion a otros

estimulos como el acido lipoteicoico (Yoon et al., 2017). Dado que las quimiocinas
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son consideradas marcadores pro-inflamatorios y la produccién de muchas de ellas
depende también del estimulo por TNF-a (Deshmane et al., 2009; Dutta & Bishayi,
2021; Fujita et al., 2004; Wang et al., 2021), es posible pensar que el doble estimulo
inflamatorio, primero por la hiperglucemia y después por la infeccion, lleve a que la
placenta disminuya la produccion de TNF-a y de quimiocinas como un mecanismo
de tolerizacion que evite una respuesta inmune exacerbada, y que finalmente
provoqgue dafios al feto en desarrollo como ruptura prematura de membranas o parto
pretérmino. Esto abre camino a un nuevo trabajo de investigacion que debe
centrarse en explicar el mecanismo responsable de la disminucion en la secrecién
de guimiocinas cuando la placenta se infecta con S. agalactiae en el contexto de
hiperglucemia severa, pues podria derivar en un tratamiento clinico que ayude a

disminuir el riesgo de infeccion en maméas con DMG.

Finalmente, es necesario mencionar las limitaciones y ventajas del presente trabajo.
Como se mencion6 en la metodologia, un criterio de inclusién fue que las pacientes
no presentaran enfermedades metabdlicas, por lo que no se aceptaron muestras de
placenta provenientes de mujeres con obesidad pregestacional. Sin embargo, si se
aceptaron muestras de placenta provenientes de mujeres con sobrepeso

pregestacional.

Lo anterior es una limitacién del modelo ya que se ha descrito que pacientes con
sobrepeso presentan alta concentracién de proteina C reactiva (10 pug/mL) (Morel
et al., 2015). Ademas, se ha demostrado que las placentas provenientes de mujeres
con sobrepeso pregestacional presentan un aumento en la produccion de especies
reactivas de oxigeno (Mele et al., 2014). Por ende, estas placentas pudieron
presentar variaciones en su perfil de secrecion de quimiocinas respecto a las
placentas provenientes de mujeres sin sobrepeso pregestacional. La razén por la
gue se aceptod incluir estas pacientes en el estudio fue debido a que el sobrepeso
es una condicidon muy comun en nuestro pais (35.8%), por lo que limitar el estudio
a solo pacientes con normopeso hubiera retrasado la obtencion de muestras

bioldgicas y lograr el tamafio de muestra deseado. Reconocemos esta limitante en
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la presente tesis. Ademas, no se realiz6 un ajuste estadistico para evaluar el efecto

de covariables como la ganancia de peso, el peso de la placenta o el sexo del bebé.

Otra limitacién del modelo son las concentraciones de glucosa: 10 mM en el grupo
control y 50 mM en el grupo de hiperglucemia, ya que equivalen a 180 mg/dL y 900
mg/dL respectivamente. En el caso del grupo de glucosa control, es equivalente a
las concentraciones de glucosa observadas una hora posterior a la ingesta de 75 g
de glucosa en la prueba oral de tolerancia a la glucosa. Mientras que la
concentracion de glucosa del grupo de hiperglucemia dificiimente se puede
observar en la clinica. Las razones por las que se eligio estas concentraciones son
las siguientes: a) para el cultivo de explantes placentarios se recomienda el uso de
los medios DMEM-F12 o RPMI-1640 los cuales tienen una concentracion de
glucosa 11 mM, razon por la cual se decidié utilizar glucosa 10 mM como grupo
control; b) la concentracién de glucosa 50 mM en nuestro modelo reprodujo dos
condiciones observadas en placentas provenientes de mujeres con DMG: aumento
en la secrecién de citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-1f e IL-6) y aumento en los
depositos intravellosos de glucosa y glucégeno, c) comprobamos que la
concentracion de glucosa 50 mM no disminuye la viabilidad del tejido y que la
presién osmotica no es la desencadenante de la respuesta inflamatoria, sino que es

debido al metabolismo de la glucosa.

Como ya se menciond, una ventaja de nuestro modelo es que nos permitid
reproducir in vitro dos fendmenos clinicos observados en placentas provenientes de
mujeres con DMG: el aumento en la secrecién de marcadores proinflamatorios y el
aumento de depodsitos de glucdégeno. Ademds, este modelo de explantes
placentarios nos permite trabajar con el tejido integro, manteniendo la
microarquitectura tridimensional de las vellosidades placentarias, por lo que las
respuestas que observamos son debido al conjunto de las interacciones de todas

las estirpes celulares presentes en la vellosidad.

Otra ventaja adicional de nuestro modelo es que las lineas celulares inmortalizadas
de trofoblasto y de coriocarcinoma presentan diferencias genéticas respecto al
trofoblasto aislado de placentas, por lo que los resultados obtenidos con estas lineas
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no necesariamente representan la realidad de lo que sucede in vivo y deben
tomarse con cuidado. Ademas, al trabajar con explantes placentarios provenientes
de placentas de diferentes mujeres podemos observar la natural heterogeneidad
biolégica entre pacientes, por lo que los resultados muestran un mayor
acercamiento a lo que sucede en la practica clinica que lo que podria mostrarse con

una sola linea celular.
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VIII. CONCLUSION

Las placentas cultivadas en condiciones de hiperglucemia disminuyen su capacidad
de defensa frente a la infeccién por S. agalactiae o E. coli, lo que se refleja en
aumento en el conteo de colonias y mayor invasividad o adherencia al tejido.
Asimismo, las placentas cultivadas en condiciones de hiperglucemia tienen menor
secrecion de las quimiocinas CCL-2, CCL-3, CXCL-8 y CXCL-16 en respuesta a la
infeccion por S. agalactiae, lo cual repercutio en menor capacidad para quimioatraer
células mononucleares intervellosas de forma generalizada. Ademas, la
hiperglucemia no modifica el perfil de secrecion de quimiocinas en respuesta a la
infeccion por E. coli por lo que no altera la capacidad placentaria de quimioatraer

células mononucleares intervellosas.

Por lo tanto, la hiperglucemia condiciona la capacidad de defensa placentaria ante
la infeccion por S. agalactiae, resultando en una menor produccion de quimiocinas
y por lo tanto una limitada capacidad de atraer monocitos, linfocitos T, linfocitos B,
células NK y células NKT al sitio de infeccion. En consecuencia, no se montan las
respuestas de defensa innata celular contra este patdgeno, lo que ayuda a explicar
su mayor crecimiento e invasividad. En la Figura 24 se presenta un grafico

integrador de las conclusiones obtenidas en esta tesis.

En conjunto, estos resultados nos permiten sugerir que las pacientes con diabetes
mellitus gestacional y con infeccion durante el embarazo deben ser monitoreadas
de manera mas estrecha, en especial si la madre presenta descontrol glucémico.
Nuestros resultados indican que estas pacientes presentan un peor prondstico ante
la infeccidn, y tienen mayor vulnerabilidad y riesgo al desarrollo de complicaciones
asociadas a la infeccion, incluida la ruptura prematura de membranas y el parto

pretérmino.
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Figura 24. Conclusién grafica. En esta tesis se probaron 4 escenarios inflamatorios que desregulan
el estado inmunotolerante del embarazo. Por una parte, las infecciones bacterianas representan un
reto inflamatorio agudo que compromete la integridad fisica, de barrera e inmune placentaria. Y por
otra parte, la hiperglucemia es un reto inflamatorio crénico que vulnera multiples estrategias de
defensa innata ejercidas por la placenta. A) Escenario de infeccién placentaria por E. coli en medio
de glucosa control. B) Escenario de infeccion placentaria por E. coli en medio de hiperglucemia. C)
Escenario de infeccidn placentaria por S. agalactiae en medio de glucosa control. D) Escenario de
infeccién placentaria por S. agalactiae en medio de hiperglucemia. La regulacion a la alta que se
sefiala en los paneles A y C es en comparacion con explantes sin infectar. La regulacion a la baja
sefialada en los paneles B y D es en comparacion con los explantes infectados y con glucosa control.
Demostramos que todos estos escenarios son desfavorables para la homeostasis placentaria, y por
lo tanto puede afectar directamente la salud de la madre y del feto. De ellos, el peor escenario fue la
condicién combinada de infeccion por S. agalactiae e hiperglucemia.
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X.  ANEXOS

Anexo 1. Articulo publicado

Parte de los resultados presentados en esta tesis se publicaron en forma de un
articulo original en la revista International Journal of Molecular Sciences en el 2023.

International Journal of
Molecular Sciences

an Open Access Journal by MDP!

High Glucose Promotes Inflammation and Weakens Placental Defenses
against E. coliand S. agalactiae Infection: Protective Role of Insulin and
Metformin
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Helguera-Repetto; Oscar Villavicencio-Carrisoza; Ismael Mancilla-Herrera; Claudine Irles;
Yessica Dorin Torres-Ramos; Maria Yolotzin Valdespino-Vazquez; Pilar Velazquez-Sanchez;
Rodrigo Zamora-Escudero; Marcela Islas-Lopez; Caridad Carranco-Salinas; Lorenza Diaz;
Verénica Zaga-Clavellina; Andrea Olmos-Ortiz

Int. J. Mol. Sci. 2023, Volume 24, Issue 6, 5243
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Anexo 2. Carta de aceptacion del protocolo de investigacion por
los Comités de Investigacion, Eticay Bioseguridad del INPer

INSTITUTO NACIONAL DIRECCION GENERAL
DE PERINATOLOGIA

ISIDRO ESPINOSA DE LOS REYES

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, debera
entregar informes trimestrales y al concluir el mismo el informe técnico final y financiero
segun el formato institucional, para la presentacién de productos de investigacion, acompanado
de los documentos probatorios del misme.

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

ATENTAMENTE
DR. JORGRARFURO CARDONA) PEREZ
DIRECTOR GENERAL

Montes Urales 800, &6l. Lomas Virreyes, Del. Miguel Hidalgo, Ciudad de México, C.P. 11000
Teléforfos: 5520-9900 Ext. 108-109, e-mail: dirgral@inper.gob.mx
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Anexo 3. Carta de aceptacién para recoleccién de muestras en el
Hospital de Gineco Obstetricia Niumero 4 Luis Castelazo Ayala
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s Coordinacién de Investigacién en Salud

GOMERND DE LA REFUBICA

&

Dictamen de Aprobaciéon
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
inflamacion 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 ntiimero 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 s6lo tiene vigencia de un
afio. Por lo que en caso de ser necesario requerird solicitar una reaprobacion al Comité de Etica en
Investigacion del Comité Nacional de Investigacion Cientifica, al término de la vigencia del
mismo.

tentamiente, =
A P2t e // A %
Dra. Maria Susana Navarrete Navarro

Secretaria Ejecutiva
Comité Nacional de Investigacion Cientifica
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Anexo 4. Carta de aceptacién para recoleccién de muestras en el
Hospital Angeles México

m—
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A% (1N
GRUPO ANGELES Hospital Angeles
SERVI o% SALOD

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 investigacion “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, aprobaciéon y
financiamiento en el Instituto nUmero 2018-1-152 y en CONACyT CB-A1-5-27832.

Informamos a usted, que decidimos participar y realizar la recoleccién de la muestra
solicitada (46 placentas y membranas), acorde al cdlculo 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 redlizar la seleccion de
pacientes, frma de consentimientos, recoleccién de muestras y mantener la
comunicacién y enlace entre los investigadores y el hospital.

Sin otro particular.

ATENTAMENTE

foronsct
DR. SE : LA PLASCENCIA.

DIRECTOR DE SERVICIOS CLINICOS

Agrarismo no. 208, Col. Escandén
Delegacion Miguel Hidalgo C.P. 11800 Ciudad de México.
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Anexo 5. Carta de consentimiento informado INPer

Nombre del estudio: EFECTO DE LA INSULINA Y LA METFORMINA
SOBRE LAINFLAMACION 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
gue usted es una paciente sanay su embarazo no tuvo ninguna complicacion importante,
consideramos muyvaliosa su participacion en este estudio.

Es muy importante aclarar que su participacién en este estudio es completamente
voluntaria. Por favor lea toda la informacién que le proporcionamos y haga todas las preguntas
gue 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 Gnicamente 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 colocard en el botede 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 tejidosimplica un riesgo minimo y no se asocia a ninguna molestia fisica.

Posibles beneficios que recibird al participar en el estudio: Su participacion no
generara ningun gasto extra ni obligacién 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
delos resultados generados.
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Participacién 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
consentimientoy abandonar el estudio en cualquier momento que lo desee sin que ello
afecte la atencion querecibe en este Hospital.

Privacidad y confidencialidad: Todos sus datos personales y clinicos serdn 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
recibird ningun tipode beneficio por su participacién en el estudio.

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

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

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

Nombre y firma de la paciente Nombre y firma de quien obtiene el consentimiento

Nombre y firma del Testigo 1 Nombre y firma del Testigo 2
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Anexo 6. Carta consentimiento informado Hospital de Gineco Obstetricia

Numero 4 Luis Castelazo Ayala
~ ’
IMSS

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD
COMISION NACIONAL DE INVESTIGACION CIENTIFICA

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Nombre del estudio: EFECTO DE LA INSULINA Y 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
gue semeje el ambiente de la DMG. Tomando en cuenta que usted es una paciente sana y su
embarazo no tuvo ninguna complicacion importante, consideramos muy valiosa su participacion en
este estudio.

Es muy importante aclarar que su participacién en este estudio es completamente voluntaria.
Por favor lea toda la informacion que le proporcionamos y haga todas las preguntas que desee antes
de decidir si participa o no en el estudio.

Procedimientos: Se tomard una muestra de sangre de la vena de corddén umbilical (25 — 35 mL),
para lo cual no se tendra contacto fisico ni con usted ni con su bebé sino Unicamente con la placenta
después del alumbramiento. Posteriormente se separaran las membranas corioamnidticas y se
guardaran en un frasco estéril con tapa hermética. Finalmente, la placenta se colocara en un
recipiente de acero inoxidable estéril. Todo el material punzocortante se colocara en el bote de
desechos correspondiente. Adicionalmente, unas gotas de sangre de la vena umbilical se colocaran
en una tira reactiva para glucémetro digital y se realizara la lectura de la glucemia.
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Posibles riesgos y molestias: Es importante aclarar que los tejidos seran utilizados exclusivamente
para los fines que fueron sefalados y es obligacién del personal que participa en este proyecto aclarar
todas las dudas presentes e informarle que la donacién de estos tejidos implica un riesgo minimo.

Posibles beneficios que recibira al participar en el estudio: Su participacion no generara ningin
gasto extra ni obligacién 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 tendrd acceso a ninguno de los resultados
generados.

Participacién o retiro: En el caso de que lo considere conveniente, usted puede negar su
participacién 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 atenciéon que recibe
en este Hospital.

Privacidad y confidencialidad: Todos sus datos personales y clinicos serdn manejados y
resguardados de manera confidencial y ninguno de sus datos aparecera en presentaciones o0
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 ningin tipo de beneficio
por su participacién en el estudio.

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

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podra dirigirse a los
Investigadores Responsables.

Dra. Maria de la Caridad Carranco Salinas. Tel.: 55 5550 6422 Ext. 28070, e-mail:
charyti@hotmail.com
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Dra. Andrea Guadalupe OImos Ortiz. Tel: 55209900 Ext. 478. Correo electrénico:
nut.aolmos@gmail.com

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a: Comision
de Etica de Investigacién de la CNIC del IMSS: Avenida Cuauhtémoc 330 4° piso Bloque “B” de la
Unidad de Congresos, Colonia Doctores. México, D.F., CP 06720. Teléfono 56 27 69 00 extensién
21230, Correo electrénico: comiteeticainv.imss@gmail.com

Nombre y firma de la paciente Nombre y firma de quien obtiene el consentimiento
Nombre y firma del Testigo 1 Nombre y firma del Testigo 2
Relacion/Parentesco con la paciente Relacion/Parentesco con la paciente

108

——
| —



Anexo 7. Carta de consentimiento informado Hospital Angeles México

Titulo del protocolo: “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”

Investigador principal: Dra. Andrea Guadalupe Olmos Ortiz

Teléfono en el INPer: 555520 9900 ext. 478. Teléfono celular: 55 4841 7666

Instituciones participantes: Instituto Nacional de Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes, Instituto Nacional de Ciencias Médicas
y Nutricion Salvador Zubiran, Hospital de Gineco Obstetricia no. 4 IMSS, Hospital General de México Dr. Eduardo Liceaga.
Presidente del Comité de Etica en Investigacion: Dr. Alejandro Martinez Juarez. Teléfono: 55 5520 9900 ext. 316

Estimada sefiora:

El presente estudio para el cual le estamos solicitando su participacion tiene como finalidad conocer algunas funciones inmunes que
se desarrollan en la placenta de pacientes que cursan con diabetes mellitus gestacional (DMG). Estetrabajo consiste en estudiar
si lainsulina y la metformina, tratamientos convencionales en el manejo clinico de pacientes con DMG, modifica la respuesta inmune
en la placenta y si esto se refleja en cambios en el perfil de inflamacion y de defensa contra el desarrollo de infecciones
oportunistas.

La DMG es una condicidn transitoria de intolerancia a los carbohidratos que se reconoce y diagnostica por primera vez durante el
embarazo, cominmente entre las 24 y 28 semanas de gestacion. El ambiente inflamatorio asociado a laDMG pone en riesgo
el desarrollo del embarazo y la salud del recién nacido a corto y a largo plazo. Por esta razon,deseamos estudiar la regulacion
de la inflamacion y defensa placentaria en la DMG con la intencion de promover lasalud perinatal en estas pacientes. Los
resultados de esta investigacion permitirdn entender como la insulina y la metformina participan en los mecanismos de
inmunidad placentaria en la DMG. Adicionalmente, los resultados obtenidos también pueden contribuir a futuro en la valoracion
clinica de la monoterapia (un solo medicamento) o laterapia combinada con insulina y metformina para las pacientes con DMG.
En este proyecto contaremos con dos grupos experimentales: 1) Pacientes con diagnéstico reciente de DMG y 2) Pacientes
sanas sin DMG. Si usted pertenece al grupo con DMG, entonces su participacion consistird en aceptar una Unica donacién de
aproximadamente 30 mL de sangre periférica, que se tomaran en ayuno y por venopuncién de su brazo. La toma se realizara
después de confirmar el diagndstico de DMG y antes de que inicie su terapia clinica y/ofarmacoldgica. Si usted pertenece al
grupo sin DMG, entonces su participacion se realizara al término del embarazo y consistira en la donacion voluntaria de su placenta
ya expulsada. Es importante aclarar que la donacion de estos tejidos se considera de riesgo minimo y no resultara en beneficio
alguno para usted o para su bebé.

Para el disefio de este estudio se requieren 30 mL de su sangre si usted tiene DMG; o bien se requiere de su placenta y la sangre
que hay en ella si usted cursa con un embarazo sano. En caso de que el médico tratante considere conveniente enviar parte
de estos tejidos a patologia, la toma de esta muestra tendra prioridad sobre la nuestra y s6lo utilizaremos el tejido restante para ser
trasladado, procesado y cultivado en el laboratorio del Departamento de Inmunobioquimica aqui en el INPer. Los residuos de
todos los tejidos seran desechados siguiendo los lineamientos de la Ley General de Salud y de la NOM-087-ECOL-SSA1-2002.
Si usted no acepta donar los 30 mL de sangre o su placenta, ello no afectara de ninguna manera la calidad y calidez de la
atencion para usted y su bebé en este hospital. Para cualquier queja, pregunta o duda podra dirigirse con la Dra. Andrea Guadalupe
Olmos Ortiz, Tel. 55209900, Ext. 478 del Instituto Nacional de Perinatologia, Depto. Inmunobioquimica, con la garantia de
recibir respuesta y aclaracion acerca de asuntos relacionados con la investigacion. Es muy importante aclarar que toda la
informacion de tipo clinico y asi como sus datos personales sensibles y no sensibles se mantendran y trataran con estricta
seguridad y confidencialidad.
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Yo declaro libremente que estoy
de acuerdo en donar voluntariamente los siguientes tejidos:

Pacientes con DMG 30 mL de sangre periférica

Pacientes sanas con embarazo [Placenta completa y la sangre que hay en ella
normoevolutivo

Reconozco que he sido informada de forma verbal y por escrito del objetivo, procedimientos, beneficios y
riesgos del presente estudio, tal como se especifica en el Apartado A de este documento.

Es de mi conocimiento que los investigadores me han garantizado aclarar cualquier duda o contestar cualquier
pregunta que, al momento de firmar la presente, no hubiese expresado o que surja durante el desarrollo de
la investigacion.

Se me ha manifestado que puedo retirar mi consentimiento de participar, hasta antes de que se envie la
placenta al centro de investigacion, sin que ello signifique que la atencién médica que se me proporcione se
vea afectada por este hecho. Ademés, se me ha informado que no tendré acceso a los resultados de la
investigacion.

Se me ha informado que el participar en este estudio se considera de riesgo minimo y no resultara en beneficio
alguno para mi o para mi bebé y tampoco repercutira en el costo de la atencién médica que se me deba brindar.
Me gueda claro que no recibiré ningln beneficio econdmico o de otro tipo al donar mi placenta, y que
este hecho no conllevariesgos a mi salud ni a la de mi bebé, ni tampoco implica la realizacion de
procedimientos diferentes a los prescritos por el médico. Ademas se me ha informado que toda la
informacion relacionada con mi identidad y participacion sera confidencial, de acuerdo a la Ley Federal de
Proteccidn de Datos Personales en Posesion de los Particulares, capitulo | De los principios de proteccion
de datos Personales, articulos 6, 7,8 y 9, y del aviso de privacidad institucional. Asimismo, es de mi
conocimiento que los gastos que esta investigacion genere seran absorbidos en su totalidad por el
presupuesto del proyecto.

Para los fines que se estime conveniente, firmo la presente junto al investigador que me informd y dos testigos.

Ciudad de México a de de

Firma de la participante

Nombre y firma del testigo 1

Nombre y firma del testigo 2

Nombre y firma del investigador
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