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1. RESUMEN

La ruptura prematura de las membranas (RPM) es una patologia
obstétrica que esta asociada con el 40% de los casos de parto prematuro. La
fisiopatogenia que condiciona el desarrollo de la RPM es multifactorial, sin
embargo, del 30-40% de los casos estan asociados con el desarrollo y
complicacion de un proceso infeccioso en la cavidad intrauterina.

La degradacion masiva de la matriz extracelular (MEC) y la disminucién
en el numero de células viables por apoptosis son dos de los mecanismos
fisiopatogénicos que han sido asociados al desarrollo de la RPM; sin embargo,
no es claro cémo y en que magnitud contribuyen cada una de las poblaciones
celulares que constituyen el corioamnios humano en la respuesta ante un
proceso infeccioso.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del Streptococcus
agalactiae sobre los procesos de degradacion de la MEC via la sintesis y
secrecion de la metaloproteinasa de matriz 9 (MMP-9), asi como algunos
mecanismos apoptéticos dirigidos por p53, Bax y Bcl-2 en las poblaciones
celulares que conforman a las membranas corioamniéticas humanas (MCH).
En este protocolo se utiliz6 un modelo experimental que permite reproducir in
vitro diferentes escenarios clinicos entre el patdgeno y MCH.

Se utilizaron MCH de 37-40 semanas de gestacion, sin trabajo de parto
ni antecedentes clinicos o microbioldgicos de infeccion intrauterina; las MCH se
montaron en un “Transwell®” que forma una sistema de cultivo de dos camaras
independientes; delimitada una por el amnios y otra por la coriodecidua. Las
MCH se estimularon selectivamente en wuna o ambas regiones

(amnios/coriodecidua) con 1x10° unidades formadoras de colonias (UFC) de S.



agalactiae por 24 h. La secrecion y actividad gelanolitica de la forma pro-
enzimatica y activa de la MMP-9 se evalu6 por inmunohistoquimica, zimografia
y ELISA. Los marcadores apoptoticos se evaluaron por inmunohistoquimica y
RT PCR.

La estimulacion con S. agalactiae permitio caracterizar el papel activo
gue juegan ambas regiones en la sintesis y secrecion de MMP-9, enzima que si
bien fue secretada tanto por el amnios como por la coriodecidua, fue esta
altima la que desplegdé el mayor incremento, ya que respondié tanto al estimulo
directo como a las sefiales enviadas por el amnios cuando éste fue estimulado.

Los resultados indicaron que la estimulacion de las MCH con S.
agalactiae incrementa en forma importante la sintesis tanto de las moléculas
pro-apotéticas (p53, Bax) como de la anti-apotética (Bcl2), lo que coincide con
que el indice apoptético no cambie significativamente en ninguna de las
poblaciones celulares del corioamnios después de la estimulacion con la
bacteria.

Nuestros resultados en conjunto permiten suponer que el mecanismo de
dafio de S. agalactiae sobre las MCH parece estar dirigido hacia el incremento
en la degradacion de diferentes elementos de la MEC via la sintesis y actividad
de la MMP-9 y no a través del aumento en la muerte apoptética ni en la
disminucién de la celularidad de las distintas poblaciones celulares del

corioamnios humano.



2. ABSTRACT

The premature rupture of membranes (PROM) is an obstetric pathology
that is associated with 40% of the cases of premature delivery. The
physiopathologic mechanism that determine the development of the PROM is
multifactorial, however, from 30-40% of the cases are associate with the
development and complication of an infectious process in the intrauterine cavity.

The massive degradation of the extracellular matrix (ECM) and the
decrease in the number of viable cells by apoptosis death are two of the
physiopathologic mechanisms that it has been associated with development of
PROM, however, it is not clear how and in which magnitude contribute each
one of the cells population that constitute the human chorioamnion in the
response to an infectious process.

The aim of this work was evaluate the effect of Streptococcus agalactiae
upon the process of degradation of the ECM through the synthesis and
secretion of MMP-9; as well as apoptotic mechanism mediated by p53, Bax and
Bcl-2 in the cellular populations constituent of the human chorioamniotic
membranes (HCM). We used an experimental model that allowed to reproduce
in vitro different clinic scene between the S. agalactiae and the HCM.

We use HCM of 37-40 gestation weeks, without labour signals neither
microbiologic nor clinic antecedent of intrauterine infection; the membranes
were mounted in Transwell® devices, that permit us form a system of culture
with two independents chambers in which the choriodecidua faces to upper

chamber and the amnion faces the lower chamber.



The membranes were stimulated selectively in one or both regions with
1x10° colonies forming unit (CFU) of S. agalactiae by 24 h. The secretion and
gelatinolytic activity of the pro-enzimatic and active form of MMP-9 were
evaluated by immunohistochemistry, zymography and enzyme-linked
immunosorbent assay. The apoptotic markers were evaluated by
immunohistochemistry and RT PCR.

The stimulation with S. agalactiae allowed to characterize the active role
of both regions in the synthesis and secretion of MMP-9; enzyme that was
secreted for amnion and choriodecidua regions; however, was the
choriodecidua the principal source of this enzyme.

The results indicated that the stimulation of the HCM with the S.
agalactiae increase the synthesis of the pro-apoptotic molecules (p53, Bax), as
the anti-apoptotic (Bcl-2), which might explain the no alteration in the apoptotic
index in these cellular populations after infection.

Our results permit us suppose that the mechanisms by which the S.
agalactiae alter the integrity of the HCM is throughout of the increase of ECM
degradation via the significant increases of synthesis and activity of MMP-9.

The no change in the cellularity index put the apoptosis as a secondary

mechanism in the damage by an infection process with S. agalactiae.



3. INTRODUCCION

3.1 MEMBRANAS CORIOAMNIOTICAS HUMANAS

Durante el embarazo, el inicio del trabajo de parto normal es el resultado de
la sincronizacién de eventos fisiolégicos que incluyen contractilidad miometrial,
maduracién y dilatacion cervical y en las etapas mas avanzadas del trabajo de
parto, la ruptura de las membranas corioamnidticas, que a precede la expulsidn
del producto al medio extra uterino (Challis y Cols., 2000, Romero y Cols. 1994,

2004).

El embrion humano desarrolla tejidos extraembrionarios accesorios, los
cuales incluyen a la placenta y las membranas corioamnidticas que en conjunto
proveen al producto de diferentes mecanismos de intercambio, proteccion y

control de las relaciones con su medio.

Las MCH que delimitan la cavidad amnidtica, estan constituidas por dos
capas histolégicas adosadas: el amnios y el corion (Figura 1), cada una de las
cuales esta formada por diferentes tipos celulares embebidos en una prominente
MEC cuyo principal componente es la colagena. La fuerza tensil de las MCH
depende de la colagena y asi como de su estructura y variedad, al menos 5 de los
12 tipos de colagena estan en el corioamnios que se distribuyen de acuerdo a la
funcidn estructural que cumplen en las distintas capas del mismo (Malak y Cols.,

1993).



Las MCH en conjunto son una identidad anatdmica sumamente compleja y
dinamica, que secretan diferentes substancias hacia el liquido amniotico y son
capaces de responder a diferentes sefales bioquimicas provenientes tanto del

producto como de la madre (Bryant-Greenwood, 1998).

El amnios humano carece de vasos sanguineos y de inervacion, los
nutrimentos que requiere provienen del liquido amniotico; la capa mas interna y
cercana al producto es el epitelio amnidtico (Figura 1) constituido por células
cuboides ciliadas, las cuales secretan colagena tipo Ill y IV y glicoproteinas como
laminina, nidogeno vy fibronectina, las cuales constituyen y enriquecen a la
membrana basal; adyacente a ésta, se encuentra la capa compacta, formada por
tejido conectivo que forma un tipo de esqueleto fibroso constituido principalmente
por colagena tipo I, Ill, V y VI y fibronectina; todos estos componentes, en
conjunto, tienen como funcién mantener la integridad mecanica y funcional del
amnios. La siguiente capa esta formada por fibroblastos, células
mesenquimatosas (las cuales secretan las colagenas intersticiales | y Il de la capa
compacta) y macrofagos, estos ultimos rodeados de una MEC constituidas
basicamente por colagenas |, Ill y VI que forman una red con granulos de

glicoproteinas (Malak y Cols., 1993, Menon y Cols., 2004) (Figura 1).

La capa esponjosa o intermedia se localiza entre el amnios y el corion,
tienen un abundante contenido de proteoglicanos y colagena no fibrilar. Esta es la
region que permite que el amnios se deslice sobre el corion absorbiendo el estrés

mecanico asociado a los movimientos fetales.



El corion es la zona histolégica mas gruesa de las membranas fetales y
tiene mayor celularidad que el amnios. La porcion coridnica en contacto con la
capa esponjosa del amnios, es una estructura tipo membrana basal que delimita la
capa de trofoblasto y que, a diferencia de la placenta, no conforman un sincicio,
pero si establecen una barrera celular continua. Ademas de esta estirpe celular, es
posible encontrar cantidades variables de células con marcadores de leucocitos,
que en su mayoria son macréfagos, asi como fibroblastos, todos embebidos en
una matriz extracelular laxa con colagenas tipo I, Ill, IV, V, VIl y proteoglicanos. La

porcién final del corion se interdigita con la decidua uterina (Bell y Malak, 1997)

(Figura 1).

Tipos de colagena

Epitelio Ninguna
l\/ﬁambrana basal I(\;/
Capa compacta [, 11, V, VI
Capa esponjosa [ IV, V, VI
Membrana basal \%
Trofoblastos v,V
I, 11V, V, VI

Figura 1. Corte semifino (1um) de una de una membrana corioamniética humana de 40 semanas
de gestacion obtenida mediante cesarea programada incluida en EPON vy tefida con azul de
toluidina al 0.5%.Corte transversal (20X) en la que se distinguen las dos regiones adosadas que la
constituyen: amnios y coriodecidua (Menon y Cols., 2004).



3.2 RUPTURA PREMATURA DE MEMBRANAS

Las membranas fetales se mantienen integras y funcionales en las etapas
tempranas del trabajo de parto normal, pero hasta en el 17% del total de los
embarazos, las membranas se rompen espontaneamente en ausencia de trabajo
de parto, condicidén patolégica que se denomina Ruptura Prematura de

Membranas (RPM) (Parry y Strauss, 1998).

La RPM es una de las complicaciones mas comunes del embarazo vy
explica el 40% de todos los partos pretérmino (Asrat, 2001). Diferentes evidencias
clinicas y experimentales permiten suponer que parte del mecanismo
fisiopatogenico que condiciona la RPM descansa en el aumento de la tasa de
degradacion de los distintos elementos que constituyen a la MEC, explicado en
parte por el incremento en la sintesis y actividad de distintas MMPs como la MMP-
9, la MMP-2, la MMP-1 y la MMP-3 (Vadillo-Ortega y cols., 1998a; Fortunato y
Cols., 1997; 1999). Este desequilibrio esta asociado a las alteraciones
estructurales/tisulares descritas en las membranas que se rompen

prematuramente (Malak y Cols., 1994; Malak y Bell, 1994).

3.3 METALOPROTEINASAS DE MATRIZ

Las MMPs, también llamadas matrixinas, son proteinasas que participan en

la degradacion especifica de distintos elementos de la MEC; bajo condiciones



fisiologicas normales, la actividad de las MMPs es regulada a distintos niveles, que
incluyen la sintesis, secrecion del zimogeno, asi como su interaccion con sus
inhibidores titulares especificos (TIMPs). Una pérdida en el control de su actividad
puede resultar en enfermedades tales como artritis, cancer, arteroesclerosis,

aneurisma, nefritis, ulceras tisulares y fibrosis (Visse y Nagase, 2003).

Las MMPs son enzimas que muestran dominios funcionales (Figura 2) y
mecanismos de activacién comues; son endopeptidasas dependientes de Zn" y
Ca" que son activas a pH neutro. Son secretadas como proenzimas y procesadas
a una forma activa por la eliminacion del propéptido amino terminal. El propéptido
confiere latencia a la enzima mediante la interaccion de un residuo de cisteina con
un ion zinc en el sitio activo de la enzima, la disrupcién de esta interaccion dispara
el mecanismo denominado “switch de cisteina” y la enzima es activada. La familia
de las MMPs degradan una gran variedad de elementos de la MEC, hasta la fecha
han sido caracterizados 28 miembros, los cuales se han agrupado dependiendo
de la especificidad del sustrato en: Colagenasas, Estromelisinas, Gelatinasas,
Matrilisinas y, MMPs tipo membrana (MT-MMPs) (Tabla 1) (Visse y Nagase,

2003).
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Figura 2. Estructura de las MMPs. Organizacion de las MMPS en
dominios: S; péptido sefial; Pro, propéptido; Cat, dominio catalitico; Zn
sitio activo de zinc; Hpx, dominio de hemopepcina; Fn, dominio de
fibronectina; V, inserto de vitronectina; |, dominio transmembrana tipo I;
I, dominio transmenbrana tipo II; G, anclaje de GPI; Cp, dominio
citoplasmastico; Ca, region del arreglo de cisteina; e Ig, dominio de
inmunoglobulina. Un sitio de corte de furina es mostrado como una
banda negra entre el dominio propéptido y catalitico (Visse y Nagase

2003).

Enzima MMP Sustrato Cromosoma

Humano
Colagenases
Colagenasa Interstitial;
collagenasa 1 MMP-1 Colagena fibrilar 1, 11, Ill, VII, X; gelatina proteoglicanos, pro-MMP-2,-9. 11922-g23
Colagenasa de neutrofilos MMP-8 Colagena |, Il, Ill; gelatina y proteoglicanos. 11921-g22
Collagenase 2 Colagenasa 3 MMP-13 Colagena |, Il, Ill, IX; gelatina, proteoglicanos, fibronectina y tenasina 11922.3
Colagenasa 4 (Xenopus) MMP-18 Colagena |, Il, Ill, IX; gelatina, proteoglicanos, fibronectina y tenasina NA
Gelatinasas
Gelatinasa A MMP-2 Colagena IV, V, VII, XI; gelatina, elastina, fibronectina, laminina; pro-MMP-9, -13. 16913
Gelatinasa B MMP-9 Colagena |, IV, VII; gelatina, elastina, fibronectina. 20911.2-913.1
Estromelisinas
Estromelisina 1 MMP-3 Colagena I, 1lI, IV, IX, X, XI; gelatina, proteoglicanos, elastina, fibronectina. 11923
Estromelisina 2 MMP-10 Colagena lll, 1V, gelatina, elastina, fibronectina. 11922.3-923
Estromelisina 3 MMP-11 Laminina, fibronectina. 22q11.2
Matrilisinas
Matrilisina 1 MMP-7 Fibronectina, laminina, gelatina y elastina. 11921-g22
Matrilisina 2 MMP-26 11p15
MMPs transmembrana
tipo membrana
MT1-MMP MMP-14 Colagena I, Il, Ill; gelatina, proteoglicanos, elastina, fibronectina, vitronectina, tenascina, 14q11-g12
pro-MMP-9 -13.

MT2-MMP MMP-15 Gelatina, fibronectina, tenascina, pro-MMP-2. 15913-g21
MT3-MMP MMP-16 Colagena lll, fibronectina, pro.MMP-2. 8q21
MT5-MMP MMP-24 Pro-MMP-2. 20q11.2
Ancladas a GPI
MT4-MMP MMP-17 12924.3
MT6-MMP MMP-25 16p13.3
Otras
Elastasa de macrofago MMP-12 Elastina. 11922.2-922.3
Nombre no trivial MMP-19 12914
Enamelisina MMP-20 Amelogenina. 11922.3
XMMP (Xenopus) MMP-21 ND
CA-MMP MMP-23 1p36.3
CMMP (Gallus) MMP-27 11924
Epilisina MMP-28 17921.1

Tabla 1. Clasificacion y caracteristicas de las MMPs (Tomado de Visse y Nagase 2003).
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3.4 MUERTE CELULAR POR APOPTOSIS

La muerte celular programada o apoptosis es parte fundamental e
intrinseca del desarrollo de todos los organismos multicelulares, juega un papel
esencial en la morfogénesis y en los procesos de auto organizacion funcional que
favorece la maduracion de los diferentes 6rganos y sistemas. En los ultimos afios
se ha demostrado que la muerte celular programada juega un papel importante en
procesos como la homeostasis, regulacion del numero celular mediante la
eliminaciéon de células anormales o dafiadas y en defensa contra agentes
infecciosos, sin embargo, las desregulacion de este proceso participa en la

patogénesis de diversas enfermedades (Locksmith y Cols., 1999).

La apoptosis se ha clasificado como tipo | (clasica) y tipo Il (no clasica); la
primera se caracteriza por rasgos morfolégicos que incluyen la condensacién
rapida del citoplasma y de la cromatina nuclear, lo que resulta en la fragmentacion
del DNA asi como en el plegamiento de la superficie celular. Esta secuencia es
seguida por la fragmentacion de las células apoptoticas, fagocitosis y degradacidon
lisosomal secundaria de los diferentes fragmentos por células fagociticas o

vecinas.

La apoptosis no clasica se reconoce por la condensacion y fragmentacion
tardia de la cromatina en el nucleo, la primera sefial morfolégica de este tipo de
muerte celular es la expansion del sistema lisosomal, mientras que el nucleo

parece intacto e imperturbado. Las vacuolas autofagicas remueven selectivamente
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organelos celulares especificos y eventualmente consumen el contenido
citoplasmatico; posteriormente el nucleo se condensa, se fragmenta y hay
liberacion de unidades nucleosomales, sin embargo, esto no ocurre hasta que el

contenido citoplasmatico se encuentra reducido (Spencer y Cols., 1996).

El proceso de apoptosis se inicia por sefales internas y externas, cuya
transduccion o transmisidn ocurren en puntos de control intracelular o de
membrana, en los que las moléculas de regulacién involucradas en la transmisidn
de los diferentes mensajes de muerte ejecutan el programa. A este respecto se
han caracterizado diversas vias de sefializacién y control, por ejemplo: Fas, un
receptor de superficie celular del factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) media
diversos procesos apoptoticos en células blanco después de unirse con su ligando
(FasL). Aunque la funcidon de Fas/FasL fue originalmente descrita en el contexto
de la apoptosis mediada por linfocitos, datos recientes indican que el sistema de
sefalizacion de Fas/FasL puede promover dicho proceso en diferentes tejidos y
tipos celulares, incluyendo a las membranas corioamnidticas humanas de
diferentes periodos de gestacién (Tilly y Cols., 1991, Kawakami y Cols., 1996;

Runic y Cols., 1998).

El efecto de TNF-a esta mediado por la uniéon a receptores sobre células
blanco. Los receptores p55 (TNF-R1) y p75 (TNF-R2) han sido caracterizados,
ambos receptores estan relacionados y se expresan sobre la superficie de la
mayoria de los tipos celulares. La activacion de TNF-R1 media la mayoria de los

efectos inducidos por TNF-a, incluyendo citotoxicidad, mientras que TNF-R2 ha
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sido asociado con la estimulacion de la proliferacion y sobrevivencia celular (Yuan,
1997). En MCH ambos receptores ya han sido caracterizados (Arechavaleta-

Velasco y Cols., 2002(b); Fortunato y Cols., 2001).

La muerte celular programada requiere de la activacion de diversas
proteasas citoplasmaticas, regulada por los productos proteicos del gen supresor
de tumores p53 y de la familia de genes de bcl-2 y bax, estas ultimas son dos
proteinas homologas que coordinan las vias apoptoticas y que a su vez regulan
funciones mitocondriales, el homodimero bcl-2 inhibe la muerte y promueve la
proliferacion celular, mientras que el homodimero bax promueve la apoptosis; el
balance entre estas dos proteinas determina el destino de las células. En las
membranas fetales humanas, ambas proteinas estan involucradas en la
regulacion de la apoptosis (Oltvai y Cols., 1993; Reed, 1994; Fortunato y Cols.,

2001).
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4. ANTECEDENTES

4.1 RUPTURA PREMATURA DE MEMBRANAS

La infeccion intrauterina es reconocida como el principal factor etiolégico en
cerca del 30% de mujeres con parto pretérmino y en una tercera parte de los
pacientes con RPM (Asrat, 2001). Sin embargo y a pesar de la alta prevalencia de
ambas patologias y de las evidencias clinicas y epidemioldgicas que apoyan la
hipotesis de una asociacion causal entre un cuadro infeccioso de esta naturaleza y
el desarrollo de estos padecimientos, el mecanismo fisiopatoldégico que las

condiciona no ha sido enteramente descrito (Romero y Cols. 1988, Greig, 1998).

Entre los microorganismos mas comunmente considerados como agentes
causales encontramos: S. agalactiae, Neisseria gonorrhoeae, Trichomona
vaginalis, Chlamydia trachomatis, Bacteroides fragilis, Fusobacterium sp.,
Lactobacilus sp., Gardnerella vaginalis, Ureaplasma urealyticum, y Micoplasma
hominis (Gomez y Cols., 1997; Greig, 1998, Eschenbach, 1998; Yoon y Cols.,

1998, Athayde y Cols., 2000).

Las teorias actuales que vinculan la infeccion intrauterina con la RPM,
proponen que las manifestaciones clinicas sean: efecto directo de los productos

bacterianos, consecuencia de la respuesta inmune o una mezcla de ambos,
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siendo esta ultima la teoria mas completa y probable. (Schoonmaker y Cols.,

1989).

Se ha propuesto un modelo general que pretende explicar como una
infeccién cérvico-vaginal puede predisponer a una mujer a desarrollar RPM y/o
parto pretérmino. En primera instancia, el desarrollo de vaginosis bacteriana
(disminucion de lactobacilos y establecimiento de anaerobios facultativos), junto
con una excesiva proliferacion de la flora normal permitiria, eventualmente, que los
microorganismos patdgenos se abran paso en una via ascendente a través del
cervix, hasta establecerse y proliferar en la regién coriodecidual produciendo
coriodeciduitis; esta etapa precede al paso de estos patdégenos a través de las
membranas con la posterior e inmediata infeccion del liquido amnidtico

(corioamnioitis) (Figura3) (Romero y Cols., 1988; Heddleston y Cols., 1993).

Figura 3. Ruta ascendente de la
infeccion intrauterina. (1) Infeccion
vaginal, (Il) infeccion de las
membranas fetales, (lll) invasion
microbiana de la cavidad amnidtica
(Romero y cols., 1988).
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Por esta razon, se ha propuesto que la vaginosis bacteriana mas que la
causa directa de la infeccidn, refleja una condicion del microambiente ceérvico-
vaginal que permite la colonizacidén e infeccion por otros gérmenes. Un cuadro
infeccioso de esta naturaleza puede predisponer a las mujeres a través de varios
mecanismos, cada uno de los cuales en forma individual o concertada puede
inducir de forma directa o indirecta la degradacién de la MEC de las membranas
corioamnidticas (Creatsas y Cols., 1981; Sbarra y Cols., 1985; Newton y Clark,
1988; Alger y Cols., 1988; McDonald y Cols., 1994; McGregor y Cols., 1995,
2000).

La respuesta inflamatoria desplegada por diferentes tipos celulares y por los
distintos tejidos involucrados en el contacto con el o los patégenos responsables
de la infeccion, es referencia basica para diagnosticar y caracterizar la presencia
de una infeccion a nivel intrauterino, a este respecto existen actualmente una serie
de evidencias que indican que citocinas constituyen parte fundamental del
microambiente inmunolégico que caracteriza una infeccion de ésta naturaleza
(Casey y Cols., 1988; Mitchel y Cols., 1991; Gomez y Cols., 1997, Hersh y Cols.,

1998; Svanborg y Cols., 1999).

Entre las principales evidencias encontramos que la infeccidon intra-
amniodtica y el parto pretémino se encuentran asociados con un incremento tanto
de citocinas (IL-1B, IL-6, TNF-a) como de prostaglandinas (Athayde y Cols., 2000;
Romero y Cols., 1990; 1992; Menon y Cols, 1995; Reisenberger y Cols., 1997,

Yoon y Cols., 1998; Hsu y Cols., 1998).
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En primates no humanos después de una inoculaciéon de microorganismos
patdogenos en el liquido amnidtico, se incrementa la concentracion de TNF-q,
seguido de IL-B e IL-6, esta produccion de citocinas proinflamatorias esta en
estrecha relacion con el incremento en la sintesis de prostaglandinas PGE2 y

PGF2a. (Gravett y Cols., 1994, McGregor y Cols., 1992).

En membranas corioamniéticas en cultivo tratadas con bacterias o
productos bacterianos como los lipopolisacaridos (LPS) induce un aumento
significativo de citocinas como TNF-qa, IL-6 e IL-8 (Schoonmaker y Cols., 1989;

Reisenberger y Cols., 1997; 1998; Tashima y Cols., 1999).

La decidua, ante el estimulo infeccioso produce principalmente IL-1a e IL-
1B8. (Romero y Cols., 1989; 1990; Casey y Cols., 1996; Steiborn y Cols., 1998). En
una linea de células cervicales humanas ademas de IL-13, el TNF-a también se
encuentra significativamente incrementado cuando existe estimulo con LPS

(Watari y Cols., 2000).

La produccién de citocinas y la sintesis de prostaglandinas son solo parte
de la amplia respuesta que se despliega ante el estimulo infeccioso, la alteracion
estructural que caracteriza a las membranas que se rompen prematuramente, se
ha explicado por el incremento en la sintesis y actividad de diferentes MMPs,
siendo las citocinas, mediadoras importantes de este incremento (Katsura y Cols.,

1989; So y Cols., 1992).
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En forma general, el incremento en la actividad de distintas
metaloproteinasas que pueden actuar directamente sobre la MEC y membrana
basal de las membranas corioamnidticas, junto con el efecto uterotonico inducido
por las prostaglandinas producidas, se traduce en el debilitamiento de la fuerza
ténsil de las mismas. A este respecto entre las principales evidencias que permiten
establecer una relacion entre la sintesis de diversas enzimas cuyos sustratos son
los diferentes elementos de la MEC y un proceso infeccioso a nivel intrauterino

destacan las siguientes:

Membranas corioamnidticas en cultivo expuestas a endotoxinas de
diferente naturaleza incrementan la sintesis y actividad de metaloproteinasas con
actividad gelatinolitica como MMP-2, MMP-9 (Fortunato y Cols., 2000a),
estromelisinas 1 y 3 (Fortunato y Cols., 1999; So y Cols., 1992) y catepsina S
(enzima que degrada elastina) en células cervicales humanas (Watari y Cols.,
2000). Estas enzimas también son detectables en liquido amnidtico de pacientes
con infeccion cérvico-vaginal y RPM (Fortunato y Cols., 1999; Locksmith y Cols.,

1999).

Ademas proteasas de origen bacteriano producidas por distintos
microorganismos causantes de infecciones cérvico-vaginales son capaces de
degradar la MEC, provocando reduccion en la fuerza y elasticidad de las
membranas (McGregor y Cols., 1986; Schoonmaker y Cols., 1989; Katsura y

Cols., 1989; Draper y Cols., 1995).
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Se ha propuesto que las alteraciones estructurales en el corioamnios estan
asociadas con el debilitamiento progresivo del tejido y la reduccién en la
celularidad lo que favorece su ruptura tanto en condiciones normales como
patologicas (Bou-Resli y Cols., 1981, Malak y Bell, 1994, Runic y Cols., 1998;

Vadillo y Cols., 1998b).

Existen evidencias que muestran a la apoptosis como la responsable de la
reduccion regional en la celularidad (cantidad de células por un area determinada)
en las capas citotrofoblasticas y decidual (McLaren y Cols., 1999), en la region de

ruptura que se encuentra sobre el cervix antes del inicio del trabajo de parto

Amnios y corion obtenidos de MCH a término con RPM presentan una gran
cantidad de células apoptoticas en areas adyacentes al sitio de ruptura y menor

numero en las areas periféricas del mismo (Leppert y Cols., 1996).

El grado de apoptosis es significativamente mas alto en membranas fetales
con RPM que en membranas de cesarea programada (Vadillo y Cols., 1998b;

Maymon y Cols., 2000; Sagol y Cols., 2002).

El aumento en la apoptosis en células del amnios durante el parto de rata
se ha correlacionado con la expresion de MMP-1 (Lei y Cols., 1996) y MCH

obtenidas durante diferentes etapas de la gestacion, con trabajo de parto y/o RPM
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ademas de expresar las enzimas MMP-9 y MMP-2 presentan células apoptoticas y

expresan Fas, FasL y (Runic y Cols., 1998; Vadillo y Cols., 1998b).

La apoptosis y la actividad de la MMP-9 y MMP-1 estan asociadas en el
proceso de ruptura normal (Lei y cols., 1996) y patologica (Arechavaleta y cols.,
2002a y b). Existe asociacion entre procesos apoptéticos en células epiteliales del
amnios en membranas fetales de rata en trabajo de parto con procesos de

degradacion de MEC (Lei y Cols., 1996).

En las poblaciones celulares de las membranas con RPM se presentan
eventos apoptoticos como fragmentacién del DNA, incremento de los niveles de
expresion de p53 y bax, dos proteinas proapoptéticas, lo que coincide con la
disminucién en los niveles de bcl-2. En este ambiente, p53 regula la induccion de
la gelatinasa MMP-2 y disminucién de su inhibidor tisular TIMP-2 (Fortunato y

Cols., 2000b).

Durante la RPM, las membranas corioamnidticas presentan procesos
apoptoticos con caracteristicas propias de la apoptosis tipo Il, que coinciden con el
incremento simultaneo de la expresion de la MMP-9. Ambos eventos son el
resultado de la interaccion de TNF-a con su receptor TNF-R1 el cual abunda en
membranas de parto normal y muy abundantes en las que presentan RPM. A
diferencia de las membranas de cesarea que tiene una mayor expresion del

receptor TNF-R2 (Arechavaleta y Cols., 2002b).
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Existen diversos antecedentes experimentales que soportan la existencia de
una relacién entre el proceso inflamatorio/infeccioso a nivel cérvico-vaginal y/o
intrauterino con el aumento de la tasa de muerte celular por apoptdsis; de estas

evidencias destacan las siguientes:

En casos de corioamnioitis, células epiteliales del amnios desarrollan

procesos tipicamente apoptoéticos (Espinoza y Cols., 2003).

El TNF-a en membranas fetales activa la apoptosis a través de su
interaccion con TNF-R1 que induce el incremento en la sintesis de MMP-9 cuyo
efecto directo sobre la MEC de las membranas es degradar y debilitar la
membrana basal rica en colagena tipo IV (Arechavaleta y Cols., 2002b, Fortunato

y Cols., 1994; Fortunato y Cols., 2002).

La estimulacién de las MCH con concentraciones de TNF-a y LPS similares
a las encontradas en liquido amniotico de mujeres con infeccion intramnidtica (50
ng/mL de cada uno) se traduce en la induccion de varios genes proapoptoticos.

TNF-a induce la expresion de 3 caspasas iniciadoras, la 2, 8 y 10; mientras que la
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estimulaciéon con LPS induce la expresion de las caspasas efectoras 3, 6, 7y 9

(Fortunato y Cols., 2001).
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5.0 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del Streptococcus agalactiae sobre la secrecion y actividad
de la MMP-9 y la distribucion tisular de las proteinas p53, Bax y Bcl-2 en las

distintas poblaciones celulares del corioamnios humano.
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5.1 OBJETIVOS PARTICULARES

5.1.1

51.2

Estandarizar y validar el modelo experimental de membranas
corioamnidticas humanas en cultivo para cada uno de los marcadores
funcionales que incluyen: la sintesis, secrecién y actividad de MMP-9,

asi como la inmuno-reactividad de las proteinas p53, Bax y Bcl-2.

Analizar el patron de expresion de las proteinas p53, Bax y Bcl-2 en
las diferentes regiones del corioamnios después de ser infectadas

selectivamente con Streptococcus agalactiae.

Medir el indice apoptotico en cada una de las poblaciones celulares
qgue conforman al corioamnios humano después de la estimulacién con

1X10° unidades formadoras de colonias de Streptococcus agalactiae.

Medir los niveles y actividad gelatinolitica de la MMP-9 en las distintas
poblaciones celulares del corioamnios humano después de la

estimulacién selectiva con Streptococcus agalactiae.
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6.0 HIPOTESIS DE TRABAJO

LA SINTESIS Y SECRECION DE MMP-9 Y LA DISTRIBUCION TISULAR DE LOS
MARCADORES APOPTOTICOS p53, Bax Y Bcl-2 EN LAS DIFERENTES
POBLACIONES CELULARES DEL CORIOAMNIOS HUMANO, SERAN
MODIFICADAS DESPUES DE LA ESTIMULACION DIFERENCIAL CON

Streptococcus agalactiae.
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1 MATERIAL BIOLOGICO

Se utilizaron membranas corioamnioéticas de mujeres entre 20 y 40 afios
de edad que fueron pacientes regulares del Instituto Nacional de Perinatologia
“Isidro Espinosa de los Reyes” (INPerlER); después de hacerles conocer el
objetivo de estudio y de firmar una carta de consentimiento informado, aceptaron
donar las membranas. Todas las mujeres fueron intervenidas por cesarea
electiva y los periodos de gestacion oscilaron entre 37 a 40 semanas y no
presentaron ninguna sefial clinica de trabajo de parto activo ni antecedentes de
infeccidén vaginal y/o intrauterina.

Este proyecto de investigacion fue aprobado por el Comité interno de

investigacion y Etica del INPerlER (cédigo 212250-06101).

7.2 PROCESOS EXPERIMENTALES

7.2.1 Colecta de Muestras y control microbioldgico

En la unidad tocoquirirgica y momentos después del nacimiento, las

membranas fueron separadas de la placenta, colocadas en medio DMEM estéril

(Gibco, Bethesda, USA) y transportadas al laboratorio.
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Al momento de la toma de muestra se hizo un frotis en las diferentes
regiones de las membranas corioamnibticas para hacer un analisis
bacteriolégico cuyo espectro abarco tanto anaerdbicos asociados a infecciones
cérvico-vaginales, incluidos S. agalactiae, Escherichia coli, Stahylococcus

aureus, Candida albicans, Gardnerella vaginalis, Lactobacillus sp, Kleibsella sp.

Las membranas cuya prueba bacterioldgica resultdé positiva fueron

desechadas y sélo se utilizaron aquellas con esterilidad comprobada.

7.2.2. Cultivo de MCH en “Transwell®”

En condiciones de esterilidad, las membranas se lavaron con solucion
salina estéril para remover los coagulos adheridos, posteriormente se cortaron
manualmente en discos de 18 mm de diametro que se colocaron sobre una
pieza de “transwell®” (Figura 4) (Costar, Acton, USA) de 12 mm de diametro, en
donde fueron sujetadas con una liga de silicon estéril; con este sistema se
formaron dos camaras independientes en donde la decidua quedé hacia la cara
interna y el amnios hacia la externa, lo que permitié estimular y analizar en forma
selectiva la respuesta en ambos lados de la membrana (Figura 4) (Zaga y Cols.,
2004).

En cada una de las dos camaras se coloco 1ml de medio DMEM

suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino (SFB), piruvato de sodio 1mM,
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100 U/mL de penicilina, 100ug/mL de estreptomicina y 0.25ug/mL de anfotericina

B (Gibco, Bethesda, U.S.A)).

CORIODECIDUA
(Cara interna)

“Transwell®”

AMNIOS
(Cara externa)

Figura 4. Modelo experimental de cultivo de membranas corioamnidticas
humanas montadas en “Transwell®”. El sistema mantiene dos
compartimentos independientes, delimitados uno por la coriodecidua y
otro por el amnios (Zaga y cols., 2004).

Los explantes se incubaron con medio DMEM suplementado con SFB, a
37°C en una atmésfera con 5% de CO; (Figura 5).

Al segundo dia de cultivo y momentos antes de la estimulacion, se les
retiro el medio y los explantes fueron lavados con solucion salina estéril para
eliminar los restos de SFB e inmediatamente después, fueron cultivados en
medio DMEM suplementado con hidrolizado de lactoalbimina (HLA) al 2%,
piruvato de sodio 1mM, 100 U/mL de penicilina, 100ug/mL de estreptomicina y

0.25ug/mL de anfotericina B.
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Figura 5. Membrana corioamni6tica montada en
“Transwell ®”, sistema de cultivo en caja de 12
pozos.

7.3 Pruebas de validacion del modelo experimental

Con el objetivo de validar el sistema de cultivo de las MCH en el
“Transwell®”, se realizaron pruebas de viabilidad y medicion de marcadores;
MMP-9, bcl-2, p53 y Bax, patrén de fragmentacion de DNA y apoptosis por el

método de TUNEL.

7.3.1 Viabilidad de los explantes

La viabilidad de los explantes se determin6 con una prueba colorimétrica
basada en la oxidacién de la sal amarilla de tetrazolio XTT (sodio 3'-[1-
(fenilamina-carbonil) 3,4, tetrazolium]-bis (4-metroxy-6-nitro) benceno hidrato
acido sulfénico) a una sal de formazan de color naranja, mediante una reaccion

catalizada por una deshidrogenada mitocondrial; esta conversion solo puede ser



30

hecha por células metabdlicamente activas (Boehringer, Manheim
Alemania)(Gerlier y Cols., 1986). Al medio de cultivo se le agregardn 200iL de la
mezcla del reactivo (atrapador de electrones — sal de XTT 1:50) y se incubarén
por un periodo de 1 h, el cambio de color se cuantifico por espectrofétometria a
475 nm; las pruebas se hicieron en ambas caras de las membranas
(coriodecidua y amnios) montadas en “Transwell®” en periodos de 0, 24, 48, 72

y 96 h de cultivo.

7.3.2 Secrecién de MMP-9

Para analizar el patron de secrecion de MMP-9 en membranas a lo largo
de 96 h de cultivo, se tomo medio de cultivo tanto de la cara coriodecidual como
de la cara amnidtica en periodos de 0, 24, 48, 72 y 96 h. Para determinar la
forma proenzimatica y activa de la MMP-9 se realizaron zimogramas en gel, para
ello: acrilamida al 8% se copolimerizaron con gelatina porcina a 1 mg/mL. La
electroforesis se corrié a 10 mA por gel en condiciones no reductoras; se us6 1.0
iL de prote ina (Bradford 1976) por muestra. En cada gel se incluyé un estandar
de actividad para MMP-9 obtenido de una linea celular U-937 de promielocitos
(ATTCC, Rockville, MD.U.S.A.). Los geles se lavaron con una solucion de triton
X-100 al 2.5% por 30 minutos y se incubaron en un amortiguador de actividad a

pH 7 (Tris base 50 mM, NaCl 0.15 mM, CaCl; 20 mM y NaN3 0.02%) durante 18
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h a 37°C. Los geles se tifieron con azul de Coomasie R-250 (Boehringer
Manheim, IN, USA).

Para cuantificar la actividad gelatinolitica de cada una de las muestras, a
cada gel se le realiz6 un analisis de densitometria con el software UVP

Biolmaging Systems la actividad litica se estimé como el area de cada banda.

7.3.3 Inmunohistoquimica de MMP-9, p53, Bax y Bcl-2

Para analizar el patron de expresion y distribucion tisular de MMP-9, p53,
Bax y Bcl-2 en las MCH a lo largo del cultivo, fragmentos de cada una de las
muestras (0, 24, 48, 72 y 96 h de cultivo) fueron fijados en paraformaldehido al

4% y posteriormente incluidas en parafina.

Para la inmunohistoquimica, los cortes de las membranas se
desparafinaron a 60°C durante 30min, posteriormente se sumergieron en xileno,
xileno-etanol (5 minutos), y se rehidrataron con diluciones decrecientes de etanol
(200, 90, 70, 50 y 30%), finalmente se lavaron con solucion salina amortiguada
de fosfatos (PBS). La actividad de peroxidasa enddgena se bloqued por

pretratamiento con perdxido de hidrégeno 0.3% en metanol.

Los tejidos se lavaron tres veces con PBS, para la inmunolocalizacién de

cada una de las proteinas se utilizo el Kit ABC (Vector Burlingame, U.S. A.); este
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kit emplea un anticuerpo primario no marcado, seguido de un anticuerpo
secundario biotinilado y finalmente un complejo macromolecular formado por
Avidina y peroxidasa “horseradish” biotinilada

Los tejidos se incubaron con el anticuerpo primario a detectar; MMP-9,
bcl-2, p53 y Bax (Calbiochem, Burlingame, USA), utilizando una dilucién 1:50.
Posteriormente los tejidos se lavaron tres veces con PBS, se bloquearon e
incubaron con el anticuerpo secundario biotinilado por 1h a TA, seguidos de un
lavado y una incubacién con el complejo peroxidasa-biotina avidina durante 15
minutos. Después del lavado final, las proteinas inmunoreactivas se visualizaron
con la adicibn de 3-3"diaminobencidina (Sigma) por 10 min. El tejido se
contratiid con hematoxilina, y se deshidratado con concentraciones crecientes
de etanol (30, 50, 70, 90 y 100%), finalmente con xileno-etanol y xileno, el tejido

se monto en resina y se analizé por microscopia de luz.

7.3.4 Fragmentacion de DNA genémico

Para analizar el patron de fragmentacion de DNA se tomaron explantes
de MCH con tiempos de cultivo de 0, 24, 48, 72 y 96 h. Se extrajo el DNA con
DNAzol Reagent (GIBCO BRL, U.S.A.). Se tomaron de 25 a 50 mg de tejido y se
colocaron en tubos de ensayo estériles, se les agregé 1mL del DNAzol y se
homogenizaron en un politron® a 14000 rpm, se transfirieron a tubos Eppendorf

de 1.5 mL y se centrifugaron por 10 minutos a 10,000 x g a 4°C, se transfirio el
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sobrenadante a otros tubos, posteriormente se precipité el DNA adicionando 0.5
mL etanol al 100%, se centrifugé a 4000 x g por 2 minutos a 4°C, se retiro el
etanol al 100% y se realizaron dos lavados con etanol al 75%, en cada lavado el
DNA se suspendioé utilizando vortex, posteriormente se dejé secar 10 minutos,
se resuspendié con NaOH 8 mM. Se realizé una dilucién 1:100 para cuantificar
el DNA por espectrofotometria.

Se realizaron geles de agarosa al 1.8% para observar la fragmentacion de
DNA, utilizando 0.9 g de agarosa disueltos en 50 mL de amortiguador TBE (Tris
base 89 mM, &cido borico 89 mM y EDTA 2 mM), se utilizaron 10 ig de DNAy el
gel se corridé en presencia de TBE con una corriente de 100 V durante una hora,
posteriormente, el gel se tifio con una solucion de bromuro de etidio 0.5 pg/mL
durante 30 minutos. EI DNA se visualiz6 con luz ultravioleta y la imagen fue

capturada para su registro y analisis mediante un equipo UVP Mitsubishi.

8 ESTIMULACION DE MCH CON Streptococcus agalactiae EN CULTIVO

Con el fin de estabilizar el tejido después de la manipulacion y antes de la
estimulacion, los explantes se preincubaron por 24 h con DMEM-SFB. Al
segundo dia, las membranas se lavaron con solucién salina estéril y el medio se
cambié a DMEM-LAH y se procedi6 a la estimulacién con 1X10° UFC/mL de S.
agalactilae, serotipo Il (para la estimulacion fueron utilizados cultivos

bacterianos de 24 h de crecimiento en placas de agar-sangre de carnero al 5%)
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aislado de exudado vaginal (cédigo INPer 9710860), esta concentracion es
efectiva para inducir parto pretérmino (Gravett y cols., 1994).

Cada experimento montado en sistema de Transwell® incluydé las
siguientes modalidades de estimulacion por duplicado: Basal: membranas
control en las que la coriodecidua y amnios se trataron Unicamente con 100 iL
de solucién salina (vehiculo del S. agalactiae); Ambos: la estimulacion se realizé
simultdneamente en los dos compartimentos; Coriodecidua: el estimulo se
agregd Unicamente a la cara coriodecidual; Amnios: el estimulo se agrego
Unicamente al compartimiento en contacto con el amnios.

Los medios de cultivo se recuperaron y guardaron a -70°C hasta su uso;
la concentracion de proteinas en todas las muestras se determiné por el método
de Bradford (Bradford, 1976).

El tejido se recuperd y almacend segun su uso posterior.
Imnunohistoquimica. El tejido se fij6 en paraformaldehido al 4%, posteriormente
se embebid en parafina, y finalmente se corté y pegd en laminillas.

Extraccién de DNA. El tejido se almacend en 2 mL de medio DMEM-LAH

(hidrolizado de lactoalbiimina) a -70°C.
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8.1 ANALISIS POSTRATAMIENTO

8.1.1 Inmunohistoquimica de MMP-9

Para el andlisis inmunohistoquimico de MMP-9 en MCH después del
tratamiento con S. agalactiae, se utilizé el Kit ABC Vector. El anticuerpo utilizado
fue Anti-MMP-9, Mouse mAb (Calbiochem, U.S.A.), se realizé el mismo

procedimiento mencionado con anterioridad (Pagina 31).

8.1.2 Determinacién cuantitativa de MMP-9 activa

La cuantificacidon de la forma activa de la MMP-9 se hizo utilizando un kit
(Amersham Biosciences, USA) que esta disefiado para la cuantificacion de la
forma activa de la enzima. Adicionalmente con este kit se pudo cuantificar la
cantidad total de enzima en el medio mediante la activacién artificial de la pro
MMP-9 por un evento autocatalitico inducido por el acetato p-
aminofenilmercarico (APMA); la proporcién de la enzima latente en cada
muestra fue el resultado de restar la cantidad de enzima activa de la total. La
curva estandar fue de 0.5-16 ng/mL con sensibilidad de 0.5 ng/mL. La reaccion

colorimétrica se ley6 a 410 nm.
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8.1.3 Determinacidn del indice apoptdtico

La prueba de TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase deoxy-
UTP-nick end labeling) (Roche, USA) nos sirvié para poder visualizar las
células con DNA fragmentado en MCH después del estimulo diferencial con S.
agalactiae. La prueba se basa en la polimerizacién del DNA fragmentado en el
extremo 3"OH con nucleétidos marcados con fluoresceina, a los cuales se les
agrega un anticuerpo anti-fluoresceina conjugado con fosfatasa alcalina (AP) y
finalmente se revelan con el sustrato para la enzima (Alkaline Phosphatase
substrate Kit I, vector, USA).

Las células con DNA fragmentado se visualizaron de color verde
fluorescente, mientras que las células con DNA no fragmentado se observaron
de color verde. Para determinar el indice apoptoético se realizé una relacion entre
el niumero de células con DNA fragmentado y el nUmero de células totales. Las
células se contaron por dos observadores en tres campos distintos utilizando el

objetivo 40X.

8.1.3.1 Analisis por microscopia de fluorescencia

Cortes de MCH de RPM (control negativo), cesarea sin trabajo de parto

(control positivo) y de 0, 24, 48, 72 y 96 h de cultivo (muestras), se

desparafinaron a 60°C durante 30 minutos y rehidratados con lavados de etanol
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(100, 96, 70, 50 y 30%), agua y PBS (5 minutos por lavado). Los tejidos se
permeabilizaron con una solucién de proteinasa K 20 ig/m L en Tris/HCI 10 mM,
pH 7.4 libre de nucleasas, posteriormente al control negativo se le agregaron 50
uL de la solucién de marcaje (sin la transferasa terminal), el control positivo fue
incubado con DNAsa I, grado | (3 U/mL en Tris-HCI 50mM, pH 7.5, MgCl, 10 mM
y BSA 1 mg/mL) por 10 minutos a temperatura ambiente.

Tanto a controles como a muestras se les agregaron 50 yL de la mezcla
de reaccion TUNEL (50 pL de solucion enziméatica en 450 pL solucién de
marcaje), para iniciar la polimerizacion de nucle6tidos marcados con
fluoresceina al extremo 3'OH del DNA fragmentado con la ayuda de la
desoxinucleotidil transferasa terminal. Los tejidos de distintos tiempos y
controles se incubaron en oscuridad por 60 minutos a 37°C en una atmdsfera
humedad. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion los tejidos se lavaron
con PBS 1X y se les agregdé medio de montaje para fluorescencia. Las muestras

se analizaron por microscopia de fluorescencia.

8.1.3.2 Analisis por microscopia de luz

Los tejidos se trataron igual que los analizados por microscopia de
fluorescencia solo que después de la incubacién con la mezcla de reaccién, se
lavaron tres veces con PBS 1X y se agreg6 50 iL del anticuerpo anti-

fluoresceina (solucién convertidora), posteriormente se incubaron con 100 iL de
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la solucion sustrato (Alkaline Phosphatase substrate Kit I, vector, USA) por 10
minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Se lavaron tres veces con PBS
1X, se contratiieron con hematoxilina durante 30 segundos y se lavaron
inmediatamente con agua, finalmente se deshidrataron con etanol (30, 50, 70,
90, y 100%), etanol-xilol (1:1), xilol y se montaron con resina. Se analizaron por

microscopia de luz.

Los nucleos apoptéticos se tifieron de color rojo y los nucleos no
apoptoticos de color morado-azul, los primeros se contaron en las capas del
amnios, trofoblastos y decidua por dos individuos, usando el objetivo 40X. Se
contaron tres campos diferentes por muestra.

Por otra parte membranas obtenidas después de la estimulacion fueron
tefidas con hematoxilina y los nucleos condensados se contaron por dos

personas usando el objetivo 100X en cinco campos diferentes.

8.1.4 Fragmentacion de DNA gendmico

Para el analisis del DNA fragmentado de MCH estimuladas con S.
agalactiae se procedié a la extraccion de DNA con DNAzol® Reagent (Gibco
BRL, U.S.A)) y se realizé electroforesis, como previamente se describio en la

pagina 32.
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8.1.5 Inmunolocalizaciéon de p53, Bax y Bcl-2

Para el andlisis inmunohistoquimico de p53, Bax y Bcl-2 se utilizo el Kit
comercial. Kit ABC Vector (Burlingame USA), este kit emplea un anticuerpo
primario no marcado, seguido de un anticuerpo secundario biotinilado y
finalmente un complejo macromolecular formado por Avidina y peroxidasa
“horseradish” biotinilada Los anticuerpos para localizacién de cada una de las
proteinas se utilizaron en una dilucion 1:50; siguiendo la metodologia antes

mencionada en la pagina 31.

8.1.6 Analisis de la expresiéon de mRNA de p53 y bcl-2 en MCH

8.1.6.1 Cultivo de membranas corioamniéticas

Para el andlisis de expresion génica de p53 y bcl-2 se realiz6 el cultivo de
MCH. En condiciones de esterilidad, las membranas se lavaron con solucién
salina estéril (Figura 6-A) y se cortaron utilizando un horadador con un diametro
de 1.5 cm (Figura 6-B). Los explantes (Figura 6-C) se colocaron en cajas de 12
pozos con 1 mL DMEM-SFB (Figura 6-D) y se incubaron a 37°C con una
atmosfera humeda de 36.7% y 5% de CO.. Se incluyeron las siguientes
modalidades de estimulacion por duplicado: basal: a la membrana se le
agregaron Unicamente 100 iL de soluci 6n salina (vehiculo del S. agalactiae)

(Figura 6-D-a). Estimulacion: se estimularon con 10 ng/ mL de TNF-& (Figura 6-
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D-b), con 100 ng/ mL de TNF-A. (Figura 6-D-c), y con 1X10° UFC de S.
agalactiae (Figura 6-D-d). Transcurridas 24 h con el estimulo, las membranas se

procesaron inmediatamente para la extraccion de RNA.

Figura 6. Cultivo de explantes de membranas corioamniéticas humanas. A, lavado de
membranas con solucion salina. B, corte de los explantes de membranas utilizando un
horadador. C, explantes de membranas corioamnidticas. D, cultivo de explantes de
membranas en medio DMEN; a-d (modalidad de estimulo); a, explantes control (sin
estimulo); b, membranas tratadas con 10 ng de TNF-4; ¢, membranas tratadas con
100 ng de TNF-4; d, membranas tratadas con 1x10° UFC de S. agalactiae.

8.1.6.2 Extraccién de mRNA

Para la extraccion de mRNA se utilizo un kit comercial, Kit de aislamiento
de mRNA (Miltenyi Bistec, USA) el cual esta desarrollado para el aislamiento
directo del mRNA sin preparacion previa de RNA total El aislamiento es

realizado utilizando micro cuentas de Oligos (dT), las cuales son adicionadas al
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preparado lisado de células o tejido. EI mRNA marcado magnéticamente es

aislado en las microcolumnas.

Cada uno de los tejidos se colocaron en cajas de Petri, agregando 1mL
de PBS, posteriormente se colocaron en un tubos Eppendorf y se centrifugaron
a 6000 rpm durante 3 minutos, se les retird el PBS y se procedio a la extracciéon
de mRNA utilizando un kit comercial (Tecnologia MACS® para el aislamiento de
mRNA), a las pastillas se les agregd 1ml de amortiguador de lisis
(Lysis/Binding), posteriormente se les dio un choque térmico ultra congelando 5
minutos a -70°C y calentando a 37°C durante 5 minutos, se agitaron con ayuda
de un vortex y se repitio el choque térmico, finalmente se centrifugaron a 3000
rpm durante 3 minutos.

Los sobrenadantes se colocaron en una columna (LysateClear Column)
montada en tubos de centrifugacion, y se centrifugaron a 13000 rpm por tres
minutos.

A los lisados contenidos en los tubos para centrifugacion se les
adicionaron 50il de Oligo (dT) MicroBeads) y se procedi 6 a la separaciéon
magnética.

La columna se prepar6 enjuagando con 100 il de amorti guador
(Lysis/Binding). Los lisados se colocaron en cada una de las columnas en donde
el mRNA marcado magnéticamente fue retenido. Posteriormente la columna se
enjuagd dos veces con 200 il de buffer “Lysis/Binding” para remover las

proteinas y el DNA, finalmente la columna se enjuag6 cuatro veces con 100 iL
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de amortiguador de lavado, para remover rRNA y DNA, reteniendo el mRNA en

las columnas para la sintesis de cDNA.

8.1.6.3 Sintesis de cDNA

Se utiliz6 el kit comercial, cDNA synthesis Kit (Miltenyi Bistec, USA). La reaccion
de mRNA a cDNA se realiz6 en una columna utilizando una mezcla de
Transcriptasa reversa altamente activa combinada con la sintesis de oligo

iniciador (dT), el cDNA sintetizado se eluyé con un amortiguador.

8.1.6.4 PCR para GADPH, p53 y bcl-2

La reaccion en cadena de la polimerasa es una técnica para amplificar
DNA, los componentes necesarios para el proceso de amplificacién incluyen
solucion amortiguadora de pH que consiste de MgCl, KCly Tris, ademas de los
iniciadores, bases de nucleétidos, DNA polimerasa estable al calor y una
muestra de DNA. La reaccion se basa en tres pasos: la desnaturalizacion,
alineacion y elongacion.

Para el andlisis de la expresion de mRNA de p53 y bcl-2 se utilizaron un

par de iniciadores para cada una de las proteinas.
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Los iniciadores para la amplificacibon de GADPH usada como gen
constitutivo fueron proporcionados por el Dr. Yonathan Garfias Becerra jefe del
departamento de Genética del Instituto de Oftalmologia Conde de Valenciana; el
peso del producto a obtener después de la amplificacion para GADPH fue de
200 pb y el peso del producto a obtener para la amplificacion de p53 y bcl-2 se

muestran en las figuras 7 y 8.

GADPH F 5" CATTGTGGAAGGGCTCATGA 3’
GADPH R 5 GGAAGGCCATGCCAGTGAGC 3’
p53ex5 F 5" CCCTGCCCTCAACAAGATGTTT 3
p53ex8 R 5" AGCTGTTCCGTCCCAGTAGATTA 3
bcl2_F 5 CGTGGGCCCTCCAGATAGC 3

bcl2_R 5 AAGTATCAATCTTAAAAAGAGCCATG 3

Figura 7. Alineamiento de los cebadores para p53; peso del producto a obtener: 427 pb
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TTGAGGTGCGTGTTTGTGCCTGTCCTGGGAGAGACCGGCGCACAGAGEAAGAGAATCTCCGCARGAAAGGGGAGCCTCACCACGAGC TGCCCCCAGGGAGCAC TARGCGA



Figura 8. Alineamiento de los cebadores para bcl-2; peso del producto a obtener: 282pb
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Para la amplificacion se realiz6 una mezcla de 5 iL de cDNA, 25 ng/mL
iniciadores (MOLBIOL, U.S.A.) y 1.5 U de HotStarTaq® Master Mix kit (QIAGEN,
GmbH) y agua estéril libre de RNAsa para un total de 25 iL. La HotStarTaq
Master Mix contiene HotStarTaq DNA polimerasa, solucién amortiguadora para

PCR uUnica de QIAGEN y dNTPs. El programa para la amplificacion de cada

fragmento se muestra en la tabla 2.

Programa para Programa para Programa para
GADPH p53 bcl-2

94° C 15min 94° C 15min 94° C 15min
Desnaturalizacion | 94° C 50seg 94° C 45seg 94° C 45seg
Alineamiento 55° C 50seg (-25ciclos | 58°C 1 min -35ciclos | 58° C 1min 35 ciclos
Elongacion 72° C 50seg 72° C 45seg 72° C 45seg

72° C 10min 72°C 10min 72° C 10min

4°C a 4°C a 4°C a

Tabla 2. Programa de amplificacion para cada uno de los fragmentos.

Una vez terminada la amplificacion de cada fragmento (GADPH, p53 vy

bcl-2), se realizd una separacion por electroforesis para verificar la amplificaciéon
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del producto esperado. Se cargaron 10 il de cada uno de los fragmentos
amplificados (GADPH, p53 y bcl-2), completando 30 il por muestra (control,
tratamiento con 10 ng de TNF- &, tratamiento con 100 ng de TNF-4 y tratamiento

con 1x10°UFC de S. agalactiae).
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8.2 ANALISIS ESTADISTICO

La comparacion entre los diferentes grupos se hizo mediante una prueba
no paramétrica, ANOVA/Kruskal-Wallis en las que una p<0.05 se consider6
significativa. Las regiones amnidtica y coriodecidual estimuladas se compararon
contra las regiones amnioética y coriodecidual control. La expresion grafica de los

resultados muestra los promedios * desviacién estandar.
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9. RESULTADOS

9.1 VALIDACION DEL MODELO EXPERIMENTAL

9.1.1 VIABILIDAD

Con el objetivo de garantizar que las MCH no experimentaban cambios
significativos en la viabilidad derivados de la manipulacion y del cultivo, que
pudieran alterar cuantitativa o cualitativamente la respuesta al estimulo con
Streptococcus agalactiae, se realizaron distintas pruebas de validacion del

modelo experimental.

La prueba de viabilidad mostré, que la coriodecidua no experimenta
disminucion estadisticamente significativa durante las 96 h de cultivo (Figura 9-
A). El amnios mostr6 cambio estadisticamente significativo (p<0.05) al segundo

dia de cultivo, el cual se mantuvo estable hasta las 96 h de cultivo (Figura 9-B).
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Figura 9. Viabilidad celular de membranas corioamniéticas humanas durante 96 h de cultivo; A,
coriodecidua; B, amnios (n=4; *P<0.05 en relacién a 0 h).
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9.1.2 PATRON DE SECRECION DE MMP-9

Durante el periodo de 96 h de cultivo de MCH se analiz6 el patrén de
secrecion de la MMP-9 en los dos compartimentos (coriodecidua y amnios); la
zimografia (Figura 10-A) mostro, que esta enzima fue secretada tanto por la cara
coriodecidual como por la amnidtica desde el tiempo O h, el andlisis
densitométrico y experimentaron aumento a partir de las 72 h, se realiz6 analisis
densitométrico y fue estadisticamente significativo (p<0.05) a las 96 h de cultivo

(Figura 10-B).

A .a. 48h  72h  96h
Pro-MMP-9 92kDa.

CORIODECIDUA
Pro-MMP-2 72kD

m.a Oh 2h 4h 24h  48h 72h 96h

Pro-MMP-9 92kDa. AMNIOS
Pro-MMP-2 72kDa_>

Secrecion de MMP-9

700 A
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A

Figura 10. A; zimograma representativo de la secrecion de MMP-9 por
membranas corioamniodticas durante 96 h de cultivo. B; analisis semi-
cuantitativo de secrecién de MMP-9 en membranas corioamniéticas
durante 96 h de cultivo. (n=3; *p<0.05 vs 0 h). C, coriodecidua; A,
amnios; m.a. marcador de actividad.
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9.1.3 INMUNOHISTOQUIMICA DE MMP-9

La MMP-9 esta involucrada en la degradacion de los elementos de la
matriz extracelular de las MCH y el modelo de cultivo permiti6 analizar la
inmunoreactividad de MMP-9 en MCH durante 96 h de cultivo, la prueba mostré
gue tanto la coriodecidua como el amnios muestran inmunoreactividad para esta
proteina a partir del tiempo O h, mostrando un incremento a las 96 h de cultivo,
se incluyd un control negativo de MCH con ruptura prematura (Figura 11).

MMP-9

Flgura 11 Inmunolocahzacmn de MMP-9 en MCH durante 96 h de cultlvo A 0h;B,24h;C, 48
h; D, 72 h; E, 96 h de cultivo (40X), control negativo (sin anticuerpo prlmarlo) (20X), control
negativo de MCH con ruptura prematura, la inmunoreactividad positiva se muestra en color café
contratefiida con hematoxilina (morado).
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9.1.4 INMUNOHISTOQUIMICA DE p53

La proteina pro-apoptoética p53, involucrada en la muerte celular por
apoptosis fue analizada en MCH durante 96 h de cultivo por
inmunohistoquimica, la prueba mostré que tanto coriodecidua como amnios
muestran inmunoreactividad para esta proteina a partir del tiempo 0 h,
mostrando un incremento a las 96 h de cultivo en ambas regiones de las MCH,

se incluyé un control negativo de MCH con ruptura prematura (Figura 12).

Flgura 12. Inmunolocallzacmn de p53 en membrana corloamnlotlca humana. A; 0 h. B; 24 h. C;
48 h. D; 72 h. E; 96 h de cultivo (20X), control negativo (sin anticuerpo primario) (20X), la
inmunoreactividad positiva se muestra en color café contratefiida con hematoxilina (morado).
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9.1.5 INMUNOHISTOQUIMICA DE Bax

La proteina pro-apoptética Bax también fue analizada en MCH durante 96
h de cultivo por inmunohistoquimica, la prueba mostrd, que tanto coriodecidua
como amnios muestran inmunoreactividad para esta proteina a partir del tiempo
0 h, mostrando un aumento a 72 h en ambas regiones, se incluyé un control

negativo de MCH con ruptura prematura (Figura 13).

Bax

6n de Bax en membrana corioamnidtica humana. A; 0 h B; 24
h. C; 48 h. D; 72 h. E; 96 h de cutivo (20X), control negativo (sin anticuerpo primario)
(20X), la inmunoreactividad positiva se muestra en color café contratefiida con
hematoxilina (morado).
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9.1.6 INMUNOHISTOQUIMICA DE Bcl-2

La proteina anti-apoptética Bcl-2 fue analizada en MCH por
inmunohistoquimica durante 96 h de cultivo, la prueba mostrd, que tanto
coriodecidua como amnios muestran inmunoreactividad para esta proteina a
partir del tiempo O h, mostrando un incremento a las 72 h, se incluy6 un control

negativo de MCH con ruptura prematura.

Bcl-2

t ol S il b3

Figura 14. Inmunolocalizacién de Bcl-2 en membrana corioamniética humana. A; 0.h B;
24 h. C; 48 h. D; 72 h. E; 96 h de cultivo (20X), control negativo (sin anticuerpo
primario) (20X), la inmunoreactividad positiva se muestra en color café contratefiida
con hematoxilina (morado).
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9.1.7 FRAGMENTACION DE DNA GENOMICO

Se analiz6 la fragmentacién de DNA en MCH durante 96 h de cultivo por
electroforesis, la prueba mostré que las MCH no muestran fragmentacién de

DNA a lo largo de las 96 h de cultivo.

0 24 48 72 96 horas de cultivo

pb

2072
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Figura 15. Patron de corrimiento del
DNA genémico de MCH a distintas
horas de cultivo.



9.2 ESTIMULACION DE MCH CON Streptococcus agalactiae

9.2.1 Secrecion y actividad gelatinolitica de la MMP-9 en MCH después de

la estimulacion con Streptococcus agalactiae

Se realiz6 zimografia para evaluar los patrones de secrecion y actividad
gelanolitica de la forma proenzimatica y activa de la MMP-9 en MCH

estimuladas diferencialmente con S. agalactiae (Figura 16).

Control ambos  coriodecidua amnios

cC A C A C A C A

proMMP-9 92 kDa

proMMP-2 72 kDa

Figura 16. Zimograma representativo que muestra el
patron de secrecidon y actividad gelatinolitica de
MMP-9 después de la estimulacion selectiva con S.
agalactiae por 24 h. C. Coriodecidua; A. Amnios;
m.a. marcador de actividad (U937).



55

El andlisis densitométrico de los diferentes zimogramas mostr6 que en las
tres modalidades de estimulacién con S. agalactiae, la coriodecidua y el amnios
sintetizan MMP9, siendo la coriodecidua la que responde al estimulo
sintetizando mayor cantidad de MMP-9, independientemente de la zona de
estimulacion. El amnios sintetiza mayor cantidad de MMP-9 cuando ambos lados

son estimulados (Figura 17).

16000 -
proMMP-9
8
12000 A
5 *
IS *
2
2 8000 - *
S *
)
8 T
=]
8 4000 4 T
= T
2 T
0
C A C A C A Cc A
CONTROL AMBOS CORIO AMNIOS
DECIDUA
ZONA DE ESTIMULACION

Figura 17. Andlisis densitométrico de la pro-MMP-9 secretada al
medio de cultivo por las diferentes regiones de las membranas
después del tratamiento con S. agalactiae por 24 h. C,
coriodecidua; A, amnios. (n=11, *p<0.05, tratados vs control).
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9.2.2 DETERMINACION CUANTITATIVA DE LAS FORMAS PROENZIMATICA

Y ACTIVA DE MMP-9

La determinacion cuantitativa de las formas latente y activa de la MMP-9
mostré que después del tratamiento con S. agalactiae, la secrecién de la pro-
MMP-9 se incrementd tanto en la coriodecidua como en el amnios en
comparacion con los datos de sintesis basal en cada una de las regiones, éste

incremento fue independiente del sitio de contacto inicial con el S. agalactiae.

La comparacion de la concentracién de la forma activa de la MMP-9
secretados por la coriodecidua y el amnios antes y después del estimulo no

muestran cambio significativo (p<0.05) (Figura 18).
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Figura 18. Secreciéon de la forma latente y activa de la MMP-9 después del
tratamiento selectivo con 1X10° UFC de S. agalactiae. C. Coriodecidua; A.
Amnios. n=4. *p<0.05.



57
9.2.3 INMUNOHISTOQUIMICA DE MMP-9
Después de la estimulacion selectiva de las MCH con S. agalactiae, se

observé que independientemente del sitio de contacto, la MMP-9 es

inmunolocalizada tanto en coriodecidua como en amnios.

P\ S z Hal

Figura 19. Inmunolocalizacion de MMP-9 en membrana corioamnittica después de la
estimulacion en ambas regiones de la membrana (corion y amnios) con S. agalactiae. A, B, 40X;
inmunoreactividad muy marcada en las células del corion, membranas basales y zona compacta
del amnios, C, D, 40X.
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9.2.4 Determinacion de la muerte por apoptosis (TUNEL)

La fragmentacion de DNA es una caracteristica de la apoptosis, esta se
pudo analizar en MCH después de la estimulacion diferencial con S. agalactiae,
mediante el método de TUNEL; esta técnica esta disefiada para agregar
nucleotidos marcados con fluoresceina a los extremos 3"OH que se encuentran
libres, la prueba mostré que las membranas contenian extremos 3"OH libres

después del estimulo diferencial con S. agalactiae (Figura 20).
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Figura 20 Inmunomarcaje de extremos 3"OH libres de DNA en células de amnios
y corion de MCH por el método de TUNEL. A, B, amnios y corion de MCH de
césarea en cultivo sin ningun estimulo; C, D, MCH estimuladas por el amnios y
E, F, MCH estimuladas por el corion con 1x10°UFC de S. agalactiae. Las
células positivas se muestran con una flecha blanca.
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9.2.5 Patréon de fragmentacion

La fragmentacion del DNA es la segmentacion del nucleo, en la cual se
rompe el DNA cromosomal en oligbmeros de 180-200 pb. El patrén de
fragmentacion se analiz6 en MCH después del estimulo diferencial con S.
agalactiae, la prueba mostr6 que ni amnios ni coriodecidua muestran

fragmentacién de DNA (Figura 21).
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Figura 21. Patron de fragmentacion de DNA
después de la estimulacion diferencial de MCH con
1x10°UFC de S. agalactiae. C, coriodecidua; A,
amnios.
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9.2.6 Inmunohistoquimica para p53

Se analiz6 la proteina pro-apoptética p53 en MCH después del estimulo
diferencial con S. agalactiae por inmunohistoquimica. Tanto coriodecidua como
amnios mostraron inmunoreactividad para p53 en todas las modalidades de
estimulacion, comparadas con el control (membrana sin estimulo), ademas se
incluydé un control negativo de MCH con ruptura prematura (sin anticuerpo
primario) (Figura 22).

P53

Figura 22. Inmunolocalizacion de p53 en
membrana corioamnittica después del
estimulo diferencial con S. agalactiae. A,
control; B, estimulo en ambos caras; C,
estimulo en coriodecidua; D, estimulo en
amnios (20X), control negativo (sin
anticuerpo primario) (20X). La
inmunoreactividad positiva se muestra en
color café contratefiida con hematoxilina
(color azul).
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9.2.7 Inmunohistoquimica para Bax

Se analizé la proteina pro-apoptético Bax en MCH después del estimulo
diferencial con S. agalactiae por inmunohistoquimica. Tanto coriodecidua como
amnios mostraron inmunoreactividad para Bax en todas las modalidades de
estimulacion comparadas con el control (membrana sin estimulo), ademas se
incluyé un control negativo de MCH con ruptura prematura (sin anticuerpo
primario) (Figura 23).

Bax

'.'s.ﬁ,'.é' [T
v J\?‘ in] Figura 23. Inmunolocalizacién de Bax en MCH
después del estimulo diferencial con S.
agalactiae. A, control; B, estimulo en ambos
caras; C, estimulo en coriodecidua; D,
estimulo en amnios (20X), control negativo
{ (sin anticuerpo primario) (20X). La
.| inmunoreactividad positiva se muestra en
| color café contratefiida con hematoxilina (color
- | azul).
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9.2.8 Inmunohistoquimica para Bcl-2

Se analiz6 la proteina anti-apoptética Bcl-2 en MCH después del estimulo
diferencial con S. agalactiae por inmunohistoquimica. Tanto coriodecidua como
amnios mostraron inmunoreactividad para Bcl-2 en todas las modalidades de
estimulacion comparadas con el control (membranas sin estimulo), ademas se
incluyé un control negativo MCH con ruptura prematura (sin anticuerpo primario)
(Figura 24).

Bcl-2

Figura 24. Inmunolocalizacion de Bcl-2 en
MCH después del estimulo diferencial con S.
agalactiae. A, control; B, estimulo en ambos
caras; C, estimulo en coriodecidua; D,
estimulo en amnios (20X), control negativo
(sin  anticuerpo  primario) (20X). La
inmunoreactividad positiva se muestra en
color café contratefiida con hematoxilina (color
azul).
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9.2.9 Viabilidad postratamiento con Streptococcus agalactiae

Después de la estimulacion diferencial de MCH con el S. agalactiae se
determind la viabilidad de MCH. Se observé que no hay cambio en la viabilidad
de las membranas después del estimulo diferencial con S. agalactiae (Figura

25).
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Figura 25. Viabilidad de MCH después del estimulo diferencial con S.
agalactiae (n=4). C, coriodecidua; A, Amnios.



9.2.10 PCR GADPH, p53 y bcl-2

Una vez terminada la amplificacion, se realizé una separacion por

electroforesis para verificar la amplificacién del producto esperado. Se cargaron

10 i | de cada una de las muestras (Figura 26).
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Figura 26. Expresion de genes pro-apoptético (p53)
y anti-apoptético (bcl-2) en explantes de MCH
después de la estimulacion con distintos
tratamientos; A, control; B, tratamiento con 10 ng de
TNF-&; C, tratamiento con 100 ng de TNF-a; D,
tratamiento con 1X10°UFC de S. agalactiae.
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Se realiz6 un analisis densitométrico de las bandas obtenidas por

electroforesis, las cuales fueron corregidas con las bandas de GADPH. Tanto la

expresiéon de p53 como la de bcl-2 en MCH estimuladas con TNF-& y 10x10°

UFC de S. agalactiae no muestra diferencia significativa (Figura 27).

1.2 5

1.0 4

0.8 -

0.6

0.4

Unidades densitométricas

0.2

0.0

Expresién de p53 y bcl-2 en

MCH

i

Hl 53
3 bel-2

CONTROL

TX 10 ng
TNF-alfa

TX 100 ng
TNF-alfa

TX 1x10° UFC
SGB

Figura 27. Analisis densitométrico de la expresion de p53 (n=6) y
bcl-2 (n=2) en MCH estimuladas con 10 ng de TNF-a, 100 ng de

TNF-4y 1x10°UFC de S. agalactiae.
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10 DISCUSION

La RPM es una patologia cuya prevalencia no ha cambiado en los altimos
50 afios; a este respecto, los datos epidemioldégicos demuestran que del total de
embarazos que desarrollan esta complicacién, aproximadamente el 40% esta
asociado con un proceso infeccioso a nivel intrauterino (Parry y Stauss; 1998;

Asrat, 2001).

Existen una serie de datos clinicos y experimentales que soportan la
hipbtesis de que una infeccién que comienza en el area cérvico-vaginal, puede
ganar acceso hasta la cavidad intrauterina mediante una invasion ascendente
gue progresa a través del cérvix hasta alcanzar la coriodecidua materna y las

membranas corioamnioticas (Romero y Cols., 1988).

El objetivo del presente trabajo fue analizar el efecto que tiene la
estimulacion selectiva de las MCH con Streptococcus agalactiae,
microorganismo patdégeno de mayor prevalencia asociado al desarrollo de

procesos infecciosos a nivel cérvico-vaginal y/o intrauterino.

Dos marcadores funcionales relacionados con el mecanismo
fisiopatogénico de la RPM fueron estudiados: a) la secrecion y actividad de la
MMP-9, enzima cuya secrecion y actividad se incrementa significativamente

justo antes del inicio del trabajo de parto en el humano y que est4 asociada con
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el incremento en la degradacién de MEC en las MCH (Vadillo y Cols., 1995) y b)
la sintesis y localizacion celular de, tres proteinas reguladoras de la muerte

celular por apotosis p53, Bcl-2 y Bax (Sagol y Cols., 2002).

Para poder abordar en forma integral nuestro objetivo utilizamos un
modelo experimental previamente validado en nuestro laboratorio, el cual nos
permite estimular diferencialmente las distintas regiones de las MCH y estudiar
la respuesta individual del amnios y del corion en funcién de distintos

marcadores funcionales.

Si bien este modelo ha sido ya previamente validado para distintos
marcadores proinflamatorios (Zaga y Cols., 2004), para el desarrollo del
presente proyecto fue necesario validarlo en funcibn de la sintesis e
inmunolocalizacién de p53, Bax y Bcl-2 asi como de la sintesis, secrecion y
actividad de la MMP-9 y determinar el momento adecuado para estimular las

MCH con la bacteria.

Para garantizar la viabilidad del tejido utilizado en el modelo,
desarrollamos una prueba de funcién metabdlica (XTT) que demostré que las
membranas requieren de 24 h para estabilizarse en el cultivo, después de este
periodo tanto la coriodecidua como el epitelio amniético se mantienen sin

cambios significativos hasta por 96 h.
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Una prueba ampliamente utilizada para observar la magnitud en el dafio a nivel
nuclear, es la fragmentacién en escalera del DNA gendmico, esta prueba mostré
gue dicha fragmentacién no se presenta a lo largo de las 96 h de cultivo. La
evaluaciéon de estos resultados indicd que el tiempo ideal para estimular a las
membranas es de 24 h de cultivo, lo que signific6 un cambio metodolbgico
importante; ya que de esta manera podemos garantizar que trabajamos un tejido

estable, viable y funcional.

En este estudio se incluyeron tres diferentes condiciones de estimulacion
en las membranas con Streptococcus agalactiae; las cuales semejan distintos
escenarios clinicos: (1) los microorganismos arriban a la coriodecidua a través
de la colonizacibn  ascendente (infeccion en la coriodecidua); (2) el
microorganismo llega al amnios por introduccidon iatrogénica durante
amniocentesis (infeccion en el amnios); (3) el microorganismo esta en contacto
con ambos lados de las membranas en las etapas finales de la colonizacién, el

cual es capaz de atravesar las membranas (infeccién en coriodecidua y amnios).

La MMP-9 y la MMP-2 son dos enzimas a las que se les han atribuido
papeles claves en el mecanismo fisiopatogénico de la RPM y del trabajo de
parto normal y fisiolégico. El aumento en la sintesis, secrecion y actividad de
estas enzimas esta asociado con el incremento en los procesos degradativos de
los distintos elementos de la MEC que conforman a las membranas fetales. La

pérdida en la continuidad estructural de las membranas parece ser un
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prerrequisito para su ruptura (Zaga y Cols., 2006), adicionalmente ha sido
asociada con el debilitamiento y disminucién de la elasticidad en MCH infectadas

(Fortunato y Cols., 2000b; Vadillo-Ortega y Cols., 2002).

Existe controversia sobre si el incremento de estas gelatinasas se
encuentra asociado con la disminucién en la concentracion de sus inhibidores
tisulares TIMP-1 y TIMP-2, (Fortunato y Cols., 2000b), sin embargo, una
constante en estos estudios es la perdida del equilibrio estequiométrico entre
MMPs y TIMPs (Fortunato y Cols., 1999), que inclina la balanza hacia una

degradacion aumentada de la MEC (Garcia-Lopez y Cols., 2007).

Nuestros resultados muestran que la estimulacién con Streptococcus
agalactiae permitié caracterizar el papel activo que juegan ambas regiones en la
sintesis y secreciéon de MMP-9, enzima que si bien fue secretada tanto por la
cara fetal como materna, fue en esta Ultima la que desplegé el mayor
incremento; ya que respondié tanto al estimulo directo, como a las sefales
enviadas por el amnios cuando éste fue estimulado; lo que puede tener un
sentido fisiol6gico importante ya que la coriodecicua es la primera region que

entra en contacto con la bacteria que asciende desde el cervix.

Por otro lado, los ensayos de ELISA no permitieron identificar la
existencia de cambios significativos en los niveles de enzima activa en el medio

de cultivo; sin embargo, es claro un dafio tisular masivo, lo que Unicamente
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puede ser resultado de la accion de la forma activa de esta enzima. Una
explicacién posible tiene que ver con la alta afinidad que la MMP-9 tiene por su
sustrato, lo que implicaria que la forma activa de la MMP-9 estuviese en
estrecha asociacién con el tejido y este hecho explicaria por que no encontrarla
secretada en el medio, fendmeno que ha sido ya demostrado después del

estimulo de MCH con Lipopolisacarido (Garcia-Lopez y Cols., 2007).

Existen antecedentes que postulan que el incremento de la muerte celular
por apoptosis puede contribuir a la reduccién en la celularidad, mediada vy
acelerada en gran parte por los diferentes reguladores proinflamatorios que son
producidos en respuesta a la infeccion (Menon y Cols., 2002; Fortunato y
Memon, 2003). El amnios y el corion humanos obtenidos de membranas a
término con RPM tienen mas células apoptéticas en las areas adyacente del sitio
de ruptura que en otras areas de las membranas (Leppert, 1996, McLaren y

Cols., 1999, Vadillo y Cols., 1998b).

En este trabajo utilizando el método de TUNEL pudimos observar que
tanto el amnios como la coriodecidua mostraban muy poco inmunomarcaje de
DNA con extremos 3'OH después de la estimulacién diferencial con S.
agalactiae (Figura 20), sin embargo no fue posible correlacionar en forma
consistente y significativa este incremento, observaciones similares han sido
reportadas previamente por otros grupos de investigacion (Yasuda y Cols., 1995,

Kraupp y Cols., 1995).
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La familia del gene supresor de tumores p53 y la familia del gene bcl-2
juegan un papel importante en la regulacién de la apoptosis. La familia de bcl-2
consiste de tres genes (bcl-2, bax y bcl-x). bcl-2 es un prooncogene y
especificamente inhibe la apoptosis, mientras que bax la acelera al igual que

p53 (Spencer, 1996).

Nuestros resultados muestran que la estimulacion de las MCH con la
bacteria incrementa en forma importante la inmunolozalizacién tanto de las
moléculas pro-apotéticas (p53, Bax) como la anti-apotéticas (Bcl2), esta
aparente compensacion pudiera explicar el hecho de que el indice apoptético
antes y después del tratamiento no cambiara en forma significativa. Otros
indicios de que la infeccion no modific6 en forma importante la viabilidad del
tejido los tuvimos después de los estudios histoldgicos, que si bien mostraban
una perdida en la continuidad estructural por la degradacion de matriz
extracelular, no fue posible identificar una disminucién sensible en la celularidad
ni del epitelio amniético ni en la poblacion del trofoblasto del corion.
Adicionalmete el patron de corrimiento de DNA gendmico fue practicamente

idéntico al de el DNA proveniente de tejido control.

Estos resultados parecen contraponerse con varios reportes que indican
gue la apoptosis es un mecanismo que contribuye a la ruptura de las MCH tanto
en condiciones fisiologicas (Arechavaleta-Velasco y cols., 2002a; Fortunato y

cols., 2001) como patoldgicas (Arechavaleta-Velasco y Cols., 2002b; Menon y
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Cols., 2002, 1995); sin embargo, nosotros suponemos que en el caso especifico
del Streptococcus agalactiae el dafio sobre el corioamnios descansa
mayoritariamente sobre la degradacion de distintos elementos de la MEC y no

sobre una disminucion importante en el nimero de células viables.

De estos resultados es dificil concluir categéricamente que la apotosis no
juega un papel clave en un proceso infeccioso de esta naturaleza, por lo que el
siguiente paso deberia ser el andlisis de la regulacion de la expresion génica de
estos marcadores (p53, Bax y bcl-2). Con el objetivo de aportar pruebas con
mayor valor cuantitativo que pongan en su justo contexto la contribucion de la
apoptésis en el mecanismo fisiopatogénico de la infeccion en un tejido como las
MCH, cuya correcta funcién y viabilidad es clave para el mantenimiento del
privilegio inmunoldgico y endocrinologico del que goza el producto durante toda

la gestacion.
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11 CONCLUSIONES

= LA MMP-9 ES PARTE DE LA MAQUINARIA ENZIMATICA
RESPONSABLE DE LA DEGRADACION DE LA MATRIZ
EXTRACELULAR ASOCIADA AL DEBILITAMIENTO ESTRUCTURAL
DE LAS MEMBRANAS CORIOAMNIOTICAS HUMANAS

ESTIMULADAS DIFERENCIALMENTE CON Streptococcus agalactiae.

= INDEPENDIENTEMENTE DE LA ZONA INICIAL DE CONTACTO CON
LA BACTERIA, LA ZONA CORIODECIDUAL ES LA MAS ACTIVA EN

LA SINTESIS Y SECRECION DE LA MMP-9.

= LA EXPOSICION CON EL Streptococcus agalactiae SE TRADUCE EN
LA DEGRADACION MASIVA DE LA ZONA COMPACTA DEL AMNIOS
QUE PROVOCA UNA DISCONTINUIDAD ESTRUCTURAL ENTRE

ESTA ZONA'Y LA CAPA DE TROFOBLASTOS DEL CORION.

= LAS MCH INCREMENTAN SU INMUNOREACTIVIDAD PARA p53, Bax
y Bcl-2) DESPUES DE LA ESTIMULACION DIFERENCIAL CON
Streptococcus agalactiae, SIN EMBARGO, ESTO NO SE TRADUCE EN
EL INCREMENTO SIGNIFICATIVO DEL INDICE APOPTOTICO NI EN

EL DANO A NIVEL DE DNA GENOMICO.
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= EL MECANISMO DE DANO DEL Streptococcus agalactiae SOBRE LAS
MCH PARECE ESTAR DIRIGIDO HACIA EL INCREMENTO EN LA
TASA DE DEGRADACION DE LOS DISTINTOS ELEMENTOS DE LA
MEC Y NO HACIA UNA DISMINUCION EN LA CELULARIDAD DEL

AMNIOS O DE LA CORIODECIDUA.
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13. ABREVIATURAS

ESPANOL

RPM: Rptura Prematura de membranas

MEC: Matriz Extracelular

MCH: Membranas Corioamniéticas Humanas.
UFC: Unidades formadoras de colonias

MMP: Metaloproteinasa de Matriz

TIMP: Inhibidor Tisular de Metaloproteinasa
MT-MMPs: Metaloproteinasas de Matrix Tipo Membrana
TNF-a: Factor de Necrosis Tumoral alfa

FasL: Fas Ligando

TNF-R: Receptor del Factor de Necrosis Tumoral
IL-1B: Interleucina-1 beta

IL-6: Interleucina-6

SFB: Suero Fetal de Bovino

HLA: Hidrolizado de Lactoalbumina

U-937: Linea Celular de promielocitos

XTT: Sal de Tetrazolio

PBS: Solucién Salina amortiguada con fosfatos
DNA: Acido Desoxiribonucleico

APMA: acetato p-aminofenilmercurico

mRNA: Acido ribonucleico mensajero

RT PCR: Reaccién en Cadena de la Polimerasa por Transcriptasa Reversa

dNTPs: deoxi-nucleotidos tri-fosfato
INGLES

ELISA: enzyme-linked immunosorbent sandwich assay

TUNEL: Terminal deoxynucleotidyl transferase deoxy-UTP-nick end labeling

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium
GADPH: Glyceraldehyde-3-phosphatemdehydrogenase
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