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RESUMEN

El embarazo es una condicion Unica, durante el cual se desarrollan tejidos
extraembrionarios accesorios como las membranas fetales y la placenta que en
conjunto crean condiciones adecuadas para el desarrollo y crecimiento del
producto durante 40 semanas. La placenta constituye la interfase entre la madre y
el feto, es un érgano cuyas funciones son indispensables para la creacion de
condiciones inmuno-endocrinas que eviten el rechazo del producto por parte del
sistema inmune de la madre y de manera simultanea se mantenga en la unidad
feto-placentaria condiciones que aseguren una defensa efectiva ante cualquier

reto inmunoldgico y/o infeccioso.

Las infecciones intrauterinas durante el embarazo representan un riesgo para la
continuidad de este. La presencia de una infeccién intrauterina es el primer factor
causal asociado a parto pretérmino (término del embarazo antes de las 37
semanas de gestacion) esta patologia complica el 6-15 % del total de embarazos y
es responsable del 75 % de las muertes perinatales en infantes prematuros. Bajo
un escenario de infeccién los mecanismos de defensa maternos y fetales actuan
en respuesta al estimulo infeccioso liberando diferentes moduladores pro-
inflamatorios como IL-1B, TNFa, IL-6, e IL-8, citocinas con la capacidad de
estimular positivamente la sintesis y secrecion de otros moduladores como MMPs
y prostaglandinas, si bien estos elementos pro-inflamatorios, pro-degradativos y
uterotdnicos juegan un papel indispensable en los mecanismos que inducen el
comienzo del trabajo de parto normal, una secrecion descontrolada de estos es
incompatible con el embarazo al romper el fino equilibrio inmunolégico en la
unidad materno-fetal, por lo cual deben existir mecanismos que regulen estos
elementos de respuesta inmunolégica para permitir la progresion y el éxito del

embarazo.

En este sentido, la progesterona (P4), una hormona indispensable para la
gestacidon, ha sido propuesta como una hormona moduladora de la respuesta
inmune en la unidad materno-fetal, con propiedades anti-inflamatorias que

permiten la progresion y éxito del embarazo.
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El objetivo de este trabajo fue caracterizar el papel modulador de la P4 sobre la
sintesis y secrecion de moduladores pro-inflamatorios (IL-1B, IL-6, IL-8, TNFaq,
MIP-1a) y pro-degradativos (MMP-9) y anti-inflamatorios (IL-10) en vellosidades
placentarias humanas, tras el estimulo con LPS simulando una situacién de

infeccion intrauterina aguda.

Para lograr este objetivo se realizaron explantes de vellosidades placentarias
humanas a término (37-39 SDG), de pacientes sin evidencia de trabajo de parto ni
antecedentes de infecciones. Estos explantes fueron pre-tratados con
concentraciones de 0.01, 0.1 y 1 yM de P4 durante 12 h, posteriormente el
tratamiento con P4 fue renovado y se co-traté con 1000 ng/mL de LPS durante 24
h. La concentracion de las diversas citocinas y MMP-9 fueron determinadas por
ELISA.

Los explantes de placenta humana son responsivos al LPS, el estimulo de este
generdé un aumento en la produccion de TNFa (8.53 veces), IL-1B (26.04 veces),
IL-6 (4.82 veces), IL-8 (6.93 veces), MIP-1a (5.06 veces), IL-10 (21.3 veces) y en
MMP-9 no generd efecto significativo. P4 mostrd ejercer un efecto inhibitorio en la
sintesis de todos estos marcadores, siendo la concentraciéon de 0.01 uM la que

ejercio un efecto significativo al reducir la produccioén de estas citocinas.

En conclusién la P4 es capaz de ejercer un efecto modulador en la respuesta
inmune de explantes de vellosidades placentarias humanas inducida por LPS,
estos resultados pueden explicar parcialmente como la P4 puede ejercer un efecto
protector en las vellosidades placentarias generando un mecanismo de supresion
o limitacién en la produccion de moduladores pro-inflamatorios y pro-degradativos

que pueden poner en riesgo la continuidad del embarazo.
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1. INTRODUCCION

Durante el embarazo el embrion humano desarrolla tejidos extraembrionarios
accesorios que incluyen a la placenta y a las membranas fetales (corioamnidticas),
que en conjunto proveen al producto una variedad de mecanismos para el

intercambio, produccidén y el control de las relaciones con su medio ambiente.

Las membranas corioamnioticas delimitan la cavidad amnidtica y contiene al
liquido amnidtico y al producto, estan constituidas por tres capas germinales
primarias, minimamente inervadas y participan solo como accesorios fetales que
son genéticamente idénticos al feto pero tienen un tiempo de vida limitado; existen
solamente hasta el punto en que el feto se desarrolla lo suficiente para ser
funcionalmente individual (Bryant-Greenwood, 1998).
Las membranas que rodean a la cavidad amnidtica estan compuestas por el
amnios y el corion, que se encuentran estrechamente adheridas, estan
constituidas de diferentes tipos celulares incluyendo células epiteliales,
mesenquimales, trofoblasticas, todas ellas embebidas en una densa matriz de

colageno (Parry y Strausss, 1998).

Estas membranas constituyen una entidad anatomica altamente dinamica y
compleja, la estructura elastica y fuerza tensil de estas, permiten que absorban el

estrés mecanico derivado del crecimiento fetal (Bryant-Greenwood, 1998).

El corion se forma a partir del blastocisto implantado en el polo hacia la cavidad
endometrial que esta cubierta por el corion frondoso y la decidua capsularis; el
suministro de sangre se restringe a esta area. Por su parte el amnios se forma por
separado tanto de componentes epiteliales como mesenquimales y se fusiona con
el mesodermo del corion recibiendo el nombre de “corioamnios” (Bryant-
Greenwood, 1998). La placenta por su parte como 6rgano de relacion estrecha
entre el feto y la madre comienza a formarse en la segunda semana y continua su

evolucion a lo largo del embarazo aunque sus cambios son menores.



1.1 LAPLACENTA; ESTRUCTURA Y FUNCION

La placenta es un 6rgano altamente especializado del embarazo que junto con las
membranas corioamnidticas y el liquido amnidtico mantienen el crecimiento
normal y el desarrollo del feto (Gude et al. 2004). A lo largo del embarazo, la
placenta crece rapidamente y presenta cambios en su estructura morfoldgica de
acuerdo al desarrollo fetal, la placenta es un 6rgano temporal, constituye la
interfase entre la madre y el embridn/feto, que realiza una serie de funciones
importantes durante toda la gestacion; dentro de estas funciones se incluyen el
anclaje del feto a la pared uterina, el intercambio O2/COz, provee de nutrientes y
remueve los productos de desecho que genera el embrion (Furukawa et al. 2014),
por esta razén, se ha descrito a este tejido como aquel que anticipa las funciones

que en un futuro cumpliran el rindn, higado e intestino (Jansson y Powell, 2007).

El adecuado desarrollo y funcionamiento de la placenta es critico para la
supervivencia del feto. A pesar del hecho de que todas las placentas presentan
caracteristicas conservadas existen diferencias significativas en la forma de la
placenta, la nomenclatura de la morfologia de la placenta es basada en las
contribuciones de las diferentes membranas extraembrionarias y en las capas de
tejido intermedias entre la sangre maternal y la fetal, asi como su forma (por
ejemplo, difusa, cotiledones, sonaria, discoidal, bidiscoidal), el tipo de interfase
placental (por ejemplo, epiteliocorial, endoteliocorial, hemocorial), y la naturaleza
de las interdigitaciones materno-fetal (por ejemplo, laminar, vellosa, trabecular,
laberintica o plegada). Las caracteristicas anatomicas de la placenta humana
incluyen una forma discoidea, una interfase hemocorial e interdigitaciones

vellosas (Huppertz et al. 2013 y Enders y Blankenship, 1998).

La placenta humana presenta una organizacion progresiva y funcional, que de
manera sincronica se adapta a las necesidades del desarrollo de los
compartimientos embrionario/fetal y maternos. El desarrollo de esta por parte del
embrion depende de su implantacion, lo que a su vez requiere que éste se
encuentre metabodlicamente activo y en presencia de un endometrio

adecuadamente estimulado; preparado por estrégenos (E2) y progesterona (P4), y



ello solo puede ocurrir durante los dias 20-24 del ciclo, las células del
trofoectodermo del polo embrionario se adhieren directamente al endometrio
proceso conocido como decidualizacion (Gallegos et al. 2008 y Purizaca-Benites,

2008) sitio en el cual se genera la interfase fisiolégica entre la madre y el producto.

Previo a la implantacién, el blastocisto esta constituido por 100 a 250 células que
se adhiere al endometrio por aposicion, la misma que es regulada por
interacciones paracrinas entre los dos tejidos; asi, el trofoblasto que cubre el
blastocisto expresa la L-selectina, que constituye un sistema que media la

adhesion inicial del blastocisto al epitelio uterino (Purizaca-Benites, 2008).

El desarrollo de la placenta es un proceso altamente coordinado entre el feto y la
madre, la invasion del trofoblasto al tejido uterino y el remodelado de las arterias
espirales uterinas permite aportar sangre y transferir nutrientes, gases y remocion
de desechos (Gude et al. 2004). Este proceso normalmente se completa entre la
semana 16-18 de gestacion y tiene como fin la transformacion de las arterias
espirales en vasos dilatados, que no responden a los vasoconstrictores (Jansson y
Powell, 2007).

En el ser humano el lecho vascular materno utero-placentario esta compuesto por
cotiledones, ldbulos o placentomas, lo que es similar en muchas especies. Estos
placentomas o cotiledones reciben la sangre de las arterias espirales maternas
que, en aproximadamente un numero de 80 a 100, atraviesan la lamina decidual y
entran en los espacios intravellosos con intervalos mas o menos regulares
(Gallegos et al. 2008).

1.2 VELLOSIDADES PLACENTARIAS: CELULAS DEL TROFOBLASTO

La unidad funcional y estructural de la placenta humana son las vellosidades
corionicas; estas se ecuentran ancladas a la pared del utero o flotando en el
espacio intravelloso (Tarrade et al. 2001), el desarrollo de estas vellosidades

comienza entre los dias 12 y 18 post-concepcion; las trabéculas trofoblasticas



comienzan a proliferar masivamente formando protuberancias trofoblasticas

conocidas como vellosidades primarias (Castellusi et al. 2000).

La placenta humana es caracterizada por una invasion extensiva del trofoblasto
dentro del utero materno, seguido del contacto directo del trofoblasto con la sangre
materna (Tarrade et al. 2001), solo dos dias, después el tejido conectivo
embrionario derivado del mesénquima extraembrionario invade estas vellosidades

transformandolas en vellosidades secundarias.

Tras los dias 18 y 20 post concepcion los primeros capilares fetales se pueden
observar en este mesénquima y la aparicion de capilares en el estroma velloso
marca el desarrollo de vellosidades terciarias (Castelluci et al. 2000).
Es el trofoectodermo del blastocito el responsable del desarrollo de la placenta, en
las primeras semanas después de la implantacién, el linaje del trofoblasto
rapidamente se diferencia en dos capas: el sincitiotrofoblasto y el citotrofoblasto

que a su vez cuenta con una variedad de subtipos:

(i) Trofoblasto velloso: este tipo incluye el sincitiotrofoblasto que forma todo
el revestimiento epitelial de los arboles vellosos, y las células del
citotrofoblasto velloso que representa la principal poblaciéon germinativa
que da origen al sincitiotrofoblasto via fusién sincitial que actua tanto
para proteger al feto de la respuesta inmune materna y como el

intercambio de nutrientes y gases.

(i) Trofoblastoextravelloso: este tipo celular comprende células derivadas
células del trofoblasto, columnas de anclaje de las vellosidades que no
proliferan e invaden a los tejidos maternos en el lecho placentario de la
pared uterina. (Huppertz et al. 2013; Donnelly y Campling, 2014 y
Forbes y Westwood 2010).



Estas células placentales han sido subdivididas de acuerdo a la interaccion con

el tejido materno (Trundley et al. 2006) (Figura 1).

Trofoblasto
endovascular

Vasos uterinos o arterias espirales

Porcidén
materna

Decidua _T’

Sincitiotrofoblasto

Citotrofoblasto
Porcion
fetal

Vaso sanguineo
fetal

Espacio intervelloso

Figura 1: Distribucion de las células trofoblasticas en la placenta humana. (Tomado y
modificado de http://www.bartleby.com/107/illus37.html)

Durante la primera semana después de la implantacién, es el sincitiotrofoblasto
temprano el tejido embrionario que entra en contacto directo con los tejidos
maternos, el fluido de las lagunas del sincitiotrofoblasto desarrollan un solo gran
espacio que se convertira en el espacio para la sangre de la madre al final del
embarazo (espacio intervelloso) (Huppertz et al. 2013). Los espacios intervellosos
son completamente rodeados por un sincitio multinucleado, llamado
sincitiotrofoblasto, la circulacion de la madre entra en estos espacios via arterias

espirales endometriales (Gude et al. 2004).

El trofoblasto velloso cubre la vellocidad coridnica y se involucra con el
intercambio de gas y nutrientes entre la madre y el feto, el trofoblasto velloso por
su parte invade profundamente dentro de la pared uterina (mas alla del miometrio)


http://www.bartleby.com/107/illus37.html

y esta directamente implicado en el anclaje de la vellosidad coridnica en utero
(Tarrade et al. 2001)

Casi todo el intercambio materno-fetal y feto-maternal tiene lugar en las
vellosidades placentarias, solo hay una contribucidn limitada a este intercambio
por las membranas extraplacentarias. Ademas la mayoria de las actividades
metabdlicas y endocrinas de la placenta se han localizado en las vellosidades
(Castellucci, 2000).

e ESTRUCTURA BASICA DEL ARBOL VELLOSO

Ademas de la capa epitelial de células ininterrumpidas del sincitiotrofoblasto y la
capa de células agregadas del citotrofoblasto la vellosidad placentaria esta
compuesta por: la membrana basal del trofoblasto que separa el sincitiotrofoblasto
y el citotrofoblasto del centro del estroma de la vellosidad, el estroma esta
compuesto por una numerosa variedad y tipos de células de tejido conectivo,
fibras de tejido conectivo y sustancias fundamentales (Castellucci y Kaufmann,
2006).

Inicialmente la membrana placentaria esta compuesta por cuatro capas; el
sincitiotrofoblasto (en contacto con la madre), una capa de células de
citotrofoblasto (que da origen al sincitiotrofoblasto), tejido conectivo de la
vellocidad y el endotelio de los capilares del feto; a las 20 semanas el
citotrofoblasto desaparece reduciendo la distancia entre el sincitiotrofoblasto y el
endotelio fetal, asi que la sangre materna esta mas cerca. (Gude et al. 2004)
conforme el embarazo aumenta y la demanda de nutrientes también por lo cual el

sincitiotrofoblasto va aumentando (Forbes et al. 2010).



1.3 LA PLACENTA COMO ORGANO PRODUCTOR DE HORMONAS

Los cambios endocrinoldgicos son esenciales para el inicio y mantenimiento de la
gestacion, ademas del correcto crecimiento y desarrollo fetal, las hormonas
placentarias tienen blancos intrauterinos y extrauterinos y se ha demostrado que a
pesar de que la placenta no es un érgano estrictamente dependiente de los
sistemas maternos, puede estar regulado por los ejes hipotalamo-hipofisario-
adrenal y el eje hipotalamico-hipofisario-gonadal, teniendo cada célula placentaria
una funcion endocrinoldgica diferente que varia no solo de célula a célula sino en

los estados de la gestacion (Rodriguez-Cortes y Mendieta-Zerdn, 2014).

Durante el embarazo se interrumpe la produccion hormonal de los ovarios y es la
placenta quien funciona como glandula enddécrina, que produce y secreta las
hormonas necesarias para el mantenimiento de la gestacién (Thellin et al. 2000),
este es un sitio donde se sintetizan cantidades importantes de péptidos y
hormonas esteroideas, asi como factores de crecimiento y sus respectivos

receptores.

Las hormonas placentarias son requeridas para el establecimiento vy
mantenimiento del embarazo, la adaptacidon del organismo materno para el
embarazo, el crecimiento y bienestar fetal asi como mecanismos involucrados en
el parto (Evain-Brion y Malassiné, 2005), el tejido endocrino de la placenta es el
sincitiotrofoblasto que recubre a las vellosidades coridnicas el sitio de intercambio

materno-fetal.

El sincitiotrofoblasto es multifuncional, pero sus principales funciones son la
absorcion, el intercambio y funciones hormonales especificas, el sincitiotrofoblasto
es altamente polarizado y secreta la mayoria de las hormonas polipeptidicas en la
circulacion (Huppertz et al. 2014 y Evain-Brion y Malassiné, 2005).

Cerca de la semana 6 del embarazo la placenta humana es el sitio mas importante
de produccion de hormonas esteroideas (Evain-Brion y Malassiné, 2005), los
factores endocrinos, paracrinos y/o autocrinos que son producidos por la placenta

incluyen estrogenos (producidos en conjunto con la glandula adrenal vy



posiblemente con el higado fetal), P4, gonodatropina coridnica y lactégeno
placentario (Gude et al. 2004).

1.3.1 SINTESIS DE HORMONAS ESTEROIDEAS

Durante el segundo y tercer trimestre del embarazo los niveles de colesterol se
elevan en la circulacion materna, asi como los triacilgliceridos, las lipoproteinas de
baja densidad (LDL) y las lipoproteinas de alta densidad (HDL). La membrana
apical del sincitiotrofoblasto de las vellosidades, en contacto directo con la sangre
materna, presenta receptores especificos para estas lipoproteinas (Evain-Brion y
Malassiné, 2005), tras la internalizacion, las LDL se degradan en los lisosomas y
liberan el colesterol, el cual es empleado para la esteroidogénesis y la sintesis de

la membrana celular.

Ademas de las acciones ya mencionadas de las hormonas producidas por la
placenta, estas preparan a la madre para el parto y la lactacién los dos principales
esteroides secretados por la placenta son los estrégenos (principalmente estradiol)
y la P4.

La P4 mantiene entre muchas otras funciones, la quiescencia del endometrio
(Donnelly y Campling, 2014). La produccion de P4 placentaria se lleva a cabo
gradualmente a lo largo de la aparicion de los diversos sistemas enzimaticos
necesarios para su sintesis en el sincitiotrofoblasto (Evain-Brion y Malassiné,
2005).

1.4 LA PROGESTERONA

La P4 es producida por el ovario bajo la influencia de las hormonas
hipotalamo-hipofisarias, principalmente por el cuerpo amarillo que presenta
durante la segunda mitad del ciclo menstrual y a partir del tercer mes del
embarazo por la placenta. La secrecion de la P4 comienza antes de la ovulacion,

desde el foliculo destinado a la liberacion del évulo, cuando no se produce el



embarazo, el cuerpo luteo involuciona, disminuyendo los niveles de P4 y comienza

la menstruacion.

Si el 6vulo es fertilizado, el trofoblasto comienza a secretar hGC (gonadotropina
coridénica humana) prolongando la vida funcional del cuerpo luteo (Orizaba-Chavez
et al. 2013), la P4 es critica no solo para el establecimiento sino también para el
mantenimiento del embarazo, entre sus funciones se encuentra el apoyo a la

ovulacion y el utero, asi como el desarrollo de la glandula mamaria.

Durante el embarazo, la produccion de P4 eventualmente es sostenida por la
placenta, una vez que el trofoblasto se implanta comienza la produccién creciente
(Arck et al. 2007 y Karolicki, 1979). Se ha documentado que la placenta humana
posee las enzimas necesarias para la conversion de acetato a colesterol in vitro,
sin embargo, esto lo realiza en poca cantidad ya que in vivo usa el colesterol

materno para sintetizar P4 (Karolicki, 1979).

En humanos la produccion de P4 se eleva gradualmente durante la gestacion para
alcanzar niveles de 3ug/g de tejido placentario (1-10uM), mientras que en el suero
la concentracion se encuentra en un rango de 100 a 500 nM durante el embarazo
(Arck et al . 2007 y Szekeres-Bartho et al. 2001) donde es acarreada tras su
liberacion en la sangre por la transcortina (globulina de unién a corticoesteroides),
al término del embarazo las concentraciones oscilan entre 475-556 nmol/L (150-
175 ng/ml) (Barrera et al. 2007).
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Figura 2: Biosintesis de progesterona a partir del colesterol (tomada de Amado y Flérez,
2013).

1.4.1 MECANISMO DE ACCION Y FUNCIONES DE LA P4

Entre los efectos fisiolégicos de la P4 que mejor se han caracterizado en el
humano son: a) en el utero y ovario induce la ovulacion, facilita la implantacién y el
mantenimiento del embarazo en etapas tempranas; b) en la glandula mamaria:
desarrollo alveolar-lobular en preparacion para la secrecion de leche; c) en el
cerebro: la expresion neuro-conductual asociada con la respuesta sexual y d) en el

hueso: previene la pérdida del hueso (Al-Asmakh, 2007) por mencionar algunas.

En el embarazo la P4 es esencial no solo para el establecimiento del embarazo
sino también para el mantenimiento de este. Su mecanismo de accion es similar al
de otras hormonas, esta mediado por receptores de P4 (RP) intracelulares, la

unién P4-RP induce una cascada de sefiales que modulan la expresion de genes
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especificos (Orizaba-Chavez et al. 2013 y Mendoza, 2008), cuyos productos

intervienen en la regulacion de diferentes procesos bioldgicos.

Los RP en ausencia de la P4 se encuentran formando un complejo oligomérico
inactivo con las proteinas de choque térmico (heat shock protein-HSP) de 90 y
70kDa, inmunofilinas, y otras proteinas de identidad desconocida. En presencia de
P4, capaz de ingresar a la célula mediante la difusion por la membrana debido a
su naturaleza lipidica, este complejo se disocia y los receptores adquieren la
capacidad de unirse a P4 y dimerizarse, induciendo la fosforilacion del receptor,
como consecuencia de esta interaccidon sitios de union a otros esteroides se
bloquean, por tanto, P4 presenta una actividad antiestrogénica, antiandrogénica, y

antimineralocorticoide (Edwards et al. 1995 y Conneely et al. 2003).

El dimero ahora es capaz de unirse a secuencias especificas del DNA que actuan
como elementos de respuesta a P4, en las regiones promotoras de diferentes
genes blanco lo que produce el reclutamiento de co-activadores especificos o
inhibidores que modulan la actividad transcripcional (Druckmann y Druckmann,
2005). (Figura 3)

11
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FIGURA 3: Mecanismo de accion clasico de la P4. La unién del receptor ligando provoca
la liberacion de los complejos de proteinas de choque térmico (HSP) HSP 70 y HSP 90
produciendo la liberacion del receptor el cual se dimeriza y fosforila siendo capaz de
unirse a elementos de respuesta a P4 induciendo la transcripcién de genes especificos.

1.4.2 RECEPTORES DE LA P4

La accion gendmica de la P4 esta mediada principalmente por dos receptores
intracelulares; las isoformas RP-A (82 kDa) y RP-B (116 kDa), ambas proteinas
son codificadas por un mismo gen localizado en el cromosoma 11 q22-q23
humano, pero son regulados por diferentes promotores. RP-A difiere de RP-B por
la ausencia de los primeros 123-165 amino acidos hacia el extremo amino-terminal
(N-terminal) (Szekeres-Bartho et al. 2009, Mesiano et al. 2002., y Bottino y Lanari,
2010).

Ambas isoformas del RP forma parte de la super familia de receptores nucleares,
RP-A y RP-B constan de un dominio central de union a DNA (DUD), que esta
flanqueado en el extremo N por un activador de la funcién 1 (AF-1) y en el carboxi-
terminal (C-terminal) por una region bisagra, asi como un dominio de unién a

ligando (DUL) que contiene un segundo activador de la funcién 2 (AF-2). RP-B en
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cambio cuenta con un AF-3 situado en la regiéon N-terminal de tal manera que ha
sido demostrado que RP-B ser mas potente activador de la transcripcion de varios
genes; por otra parte RP-A puede reprimir la actividad RP-B al presentar un
dominio inhibitorio (DI) actuando como el represor de RP-B (Al-Asmakh, 2007 y
Vladic, 2012) (Figura 4)

AF-3 AF-1 AF-2
1 933
[ DUD J B ‘ DUL ‘ ‘ RP-B
AF-1 AF-2
165 933

Figura 4: Estructura de las dos principales isoformas del receptor de la P4 (RP) humano.
DUL dominio de unién a ligando; B regién de bisagra; DUD dominio de uniéon a DNA; DI
(dominio inhibitorio); AF-1, -2, y -3 activador de la funcién. (Tomado y modificado de
Mulac-Jericevic y Conneely, 2004).

1.4.3 EFECTOS NO GENOMICOS DE LA P4

Existe evidencia de que todas las hormonas esteroides inducen efectos que
parecen no necesitar de la actividad transcripcional de los receptores clasicos,
estas acciones son rapidas (segundos) a través de la activacion de vias de
sefalizacion intracelular que resulta en alteraciones y la produccion de segundos
mensajeros como la tirosin-cinasa, MAPK’s (Mitogen-Activated Protein Kinases),
la elevacién del calcio intracelular dado que estos efectos ocurren en tiempos muy
cortos como para ser mediados por la sintesis de ribonucleic acid (RNA) o nuevas
proteinas, se conocen como efectos no gendmicos (Bottino y Lanari, 2010 y
Stjernholm, 2012).
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1.4.4 BLOQUEO DE LA ACCION DE LA P4

Existen una variedad de ligandos sintéticos (tanto esteroides como no esteroides)
que se unen al receptor de P4 y que al competir por la unidn con la hormona
natural para ocupar el receptor son capaces de inhibir la accion de la P4. El
mecanismo por el cual estos antagonistas inactivan al receptor de la P4 es
compleja y aun no entendida por completo, aunque se sabe que los pasos
normales para la activacion del receptor como la disociaciéon de las HSP, la
dimerizacion y la union a elementos de respuesta a ligando no se ven alterados
(Leonhardt et al. 2003).

Originalmente los antagonistas de la P4 fueron divididos en antagonistas tipo 1y
tipo 2. Los antagonistas tipo 1 fueron considerados como “puros” cuyo efecto
antagonista de la accion de P4 es resultado de la union unicamente al RP; en
contraste los antagonistas tipo dos (como Mifepristona o RU486) pueden bloquear
la accion de la P4 a través de la inhibicidon de la unidn de esta al RP y al receptor
de glucocorticoides (RG) a pesar de no contar los mismos contactos en el DUL y
su accién varia dependiendo del tipo de célula, el contexto del promotor y otras

vias de sefalizaciéon (Spitz, 2003).

El RU486 fue el primer antagonista que exhibié actividad anti-P4 en humanos y ha
sido extensamente usado como un método de contracepcion post-coital y aborto
(Leonhardt et al. 2003 y Edwards et al. 1995).

1.5 TOLERANCIA INMUNE EN EL EMBARAZO

El éxito del embarazo humano, donde el feto reside confortablemente dentro del
utero materno durante 9 meses, desafia los preceptos de la inmunologia, durante
este estadio multiples estrategias son desplegadas para mantener al feto en un
medio ambiente inmunolégicamente privilegiado en la cavidad amnidtica. Los
mecanismos propuestos incluyen una separacion fisica de los tejidos maternos y
fetales, falta de antigenos fetales que podrian estimular el rechazo del injerto y el

desarrollo de la tolerancia (Levy, 2007).
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El sistema inmune materno es claramente activo y bajo ciertas condiciones puede
contribuir al dafo fetal/muerte; procesos patolégicos bien definidos incluyen
infeccion en el embarazo que activa macréfagos que secretan altos niveles de
citocinas tipo Th-1 que alteran el delicado balance de la interfase materno-fetal
(Hunt et al. 2005).

Durante el embarazo el producto puede considerarse como un injerto semi-
alogénico (aloinjerto), desde el punto de vista inmunoldgico deberia ser rechazado
por la madre (Baranao, 2011) sin embargo, madre y feto desarrollan una serie de
estrategias conjuntas que permiten crear un ambiente inmunolégicamente

privilegiado y tolerogénico (Kumpel y Manoussaka, 2011).

1.51 MECANISMOS DE TOLERANCIA INMUNOLOGICA DURANTE EL
EMBARAZO

Un proceso critico para el establecimiento de la tolerancia inmunolégica del
producto es la generacién de un punto de equilibrio entre los factores pro- y anti-
inflamatorios. Multiples grupos alrededor del mundo han propuesto que la
interaccion materno-fetal evita la secrecion excesiva de factores pro-inflamatorios,

lo que favorece una gestacion exitosa.

A nivel de la placenta, una variedad de mecanismos estan involucrados,
ejerciendo su accion de forma individual o en interaccion con otros; la expresion
del complejo principal de histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en inglés) clase
| es reducida en el sincitiotrofoblasto pero expresan moléculas HLA (del inglés
human leukocytes antigen) clase | no clasicas como HLA-C, HLA-E y HLA-G son
secretadas activamente, esta Uultima principalmente se cree que modula el
desarrollo de la respuesta inmune in situ, ya que se ha reportado que la expresion
de HLA-G disminuye la actividad de células NK y de linfocitos T citotoxicos (Thellin

y Heinen, 2003 y Vazquez-Rodriguez et al. 2011).

Estudios recientes han sugerido que las extra vellosidades corionicas del
trofoblasto expresan el ligando de Fas (FasL o CD178), miembros de la familia
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TNF (factor de necrosis tumoral) que también estan altamente expresados en
linfocitos activados. El sistema CD95/CD178 promueve la muerte celular por
apoptosis de los linfocitos activados por antigenos fetales generando tolerancia

inmunoldgica (Vazquez-Rodriguez et al. 2011)

Durante el embarazo una fuente adicional de citocinas Th1 y Th2 son: el epitelio y
estroma decidual, cito y sincitiotrofoblasto, corién y amnios. Las citocinas
originadas por estos tejidos participan desde su origen en la tolerancia materna al
feto, ademas regulan la inmunidad local contra factores infecciosos, regulan la
produccion hormonal de la placenta y la remodelaciéon del tejido durante la

invasion del trofoblasto (Wilezynski, 2005).

La placenta actua como una barrera inmunologica activa en el sentido que permite
que organismos antigénicamente diferentes se toleren el uno al otro, por eso el
embarazo es un desafio inmunolégico unico donde érganos especializados vy

hormonas como la P4 participan de forma marcada (lglesias et al. 2002).

1.6 PAPEL INMUNOLOGICO DE LA P4 EN EL EMBARAZO

La P4 como hormona esteroide participa en el mantenimiento de la gestacion en
humanos aumentando considerablemente durante el embarazo y alcanza
concentraciones que, in vitro, disminuyen la actividad de los linfocitos, regulando
diferentes funciones, aspectos celulares y moleculares implicados en el proceso
de la implantacién, reduce la capacidad reactiva de la madre contra los antigenos
fetales.

Es importante para el mantenimiento del embarazo porque controla la receptividad
del endometrio, la implantacion del blastocito, el desarrollo de la placenta y el
reclutamiento de células NK de la decidua, regula el reconocimiento de antigenos
del MHC paterno, la sensibilidad de células presentadoras de antigeno y suprime
la actividad de macréfagos, todo lo anterior se lleva a cabo induciendo una
inmuno-regulacidén a través de la produccion de citocinas tipo Th2 (Rico-Rosillo,
Vega-Robledo, 2012).
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Ademas de sus efectos sobre el utero, la P4 media interacciones entre el aparato
endocrino e el sistema inmune, con el fin de crear un entorno inmunoldgico
favorable para el feto. La P4 se ha demostrado que bloquea la proliferacion de
linfocitos estimulada por mitégenos, prolonga la supervivencia del aloingerto,
modula la produccién de anticuerpos, disminuye la actividad oxidativa de los
monocitos, reduce la produccion de citocinas pro-inflamatorias en respuesta a
productos bacterianos y actua sobre el patron de citocinas durante el embarazo
(Szekeres-Bartho et al. 2009).

1.7 TRABAJO DE PARTO

El trabajo de parto representa el fin del privilegio inmunoldgico y el inicio de un
complejo proceso para expulsar al producto hacia el ambiente extrauterino. El
trabajo de parto normal requiere de la coordinacion de una serie de eventos
anatémicos, fisiolégicos, bioquimicos, endocrinolégicos e inmunoldgicos que
preparan al binomio madre-producto para concluir exitosamente la gestacion
(Romero et al. 2006). Evidencia clinica y experimental indican que el proceso del
trabajo de parto requiere al menos tres procesos fisiolégicamente independientes:
la activacion del miometrio, que permite que el utero pase de un estado de
quiescencia a uno de contractilidad ritmica y efectiva; el remodelado del cérvix que
se caracteriza por el ensanchamiento del canal cervical derivado entre otras cosas
de un acelerado proceso de degradacion de matriz extracelular y en las etapas
avanzadas del trabajo de parto, la ruptura de las membranas fetales que
mantienen al producto en un ambiente privilegiado hasta que el cérvix esta casi
completamente dilatado y las contracciones garantizan la expulsion del producto
(Patni et al. 2007 y Challis et al. 2000).

La progresion del trabajo de parto normal, requiere de la coordinacién de los
procesos de activacion miometrial y dilatacion cervical y en las etapas mas
avanzadas de la ruptura de las membranas corioamniéticas; en este sentido existe
evidencia clinica y experimental que indica que estos eventos son precedidos por

un cambio del ambiente inmunolégico de la unidad materno-fetal inducido por el
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incremento en la expresion, sintesis y secrecion de diversas citocinas pro-
inflamatorias como el TNFa y las Interleucinas-1B (IL-1B) e, IL-6 (Norman et al.
2007).

Estos moduladores inmunoldgicos inducen profundos cambios en las vias de
sefalizacion de tejidos maternos y fetales, asi como de las células profesionales
del sistema inmune que migran hacia la cavidad uterina induciendo la expresion
de otros mediadores como prostaglandinas (PGs) con efectos uterotonicos (Ludin-
Schiller y Mitchell 1991; Bowen et al. 2002), enzimas metaloproteasas con
propiedades colagenasa y gelatinasas que degradan diferentes elementos de la
matriz extracelular (Vadillo-Ortega, 1995), moduladores pro-apoptoéticos que
alteran la viabilidad y estructura de los tejidos y factores quimiotacticos como la IL-
8, que juega un papel clave en la atraccion selectiva, activacion y degranulacion
de granulocitos neutrofilicos en el estroma cervical y miometrio (Elliot et al. 2000 y
Kelly y et al. 2002).

1.8 PARTO PREMATURO

El trabajo de parto prematuro representa la principal causa de prematurez (28-37
SDG) y extrema prematurez (20-28 SDG) asociadas a secuelas de corto y largo
plazo que constituyen un serio problema en términos de mortalidad, discapacidad
y costo social; esta patologia gineco-obstétrica complica el 6-15 % del total de
embarazos y es responsable del 75 % de las muertes perinatales que ocurren en
infantes nacidos prematuramente (Goldenberg et al. 2008 y Slattery y Morrison,
2002).

La alta prevalencia de esta patologia esta directamente relacionada con la pobre
caracterizacion de los mecanismos y/o sefiales que inducen el inicio y progresion
del trabajo de parto normal, el cual estd asociado con el establecimiento de un
proceso inflamatorio encabezado por moduladores tales como IL-13, TNFa, MCP-
1, MIP1q, IL-8, y RANTES que modulan la sintesis de diferentes factores incluidos:
los de actividad uterotonicos como las prostaglandinas (PG)-F2a y PGES;

moduladores del recambio de matriz extracelular como metaloproteasas de matriz
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(MMP)-9, MMP-1, MMP-13 y moduladores que modifican la viabilidad celular. En
conjunto, estos factores generan un ambiente que modifica irreversiblemente el
privilegio inmunolégico de la wunidad materno-fetal creando condiciones
incompatibles con la continuidad del embarazo (Romero et al. 2006 y Patni et al.
2007).

1.9 INFECCION INTRAUTERINA

Las infecciones intrauterinas durante el embarazo comprometen la salud del
binomio madre-hijo y representan un factor que genera gastos de salud a corto y
largo plazo (Robbins y Bakardjev, 2012). La infeccién subclinica del espacio corio-
decicual y del liquido amniético es considerada el primer factor causal asociado a
parto pretérmino, la evidencia mas directa proviene de laboratorios donde estudios
hechos en modelos experimentales de infeccidn intrauterina se asocio con el parto

pretérmino y prematuro (McParland et al. 2004).

Las causas de ruptura prematura de membranas (RPM) en la mayoria de los
casos es desconocido, sin embargo, la infeccion intrauterina asintomatica se ha
asociado como un precursor frecuente de esta complicacién. Los factores de
riesgo implicados en la RPM son generalmente similares a los del trabajo de parto
prematuro con membranas intactas, no obstante las infecciones desempefian un

papel importante (Goldenberg et al. 2008).

En este mismo sentido la infeccion intraamnidtica se define como la presencia de
un cultivo positivo en liquido amniotico obtenido por amniocentesis y se denomina
corioamnionitis caracterizada por una larga secuencia fisiopatolégica, donde esta
involucrada la infeccion intraamnidtica, y cuya consecuencia es la finalizacién del

embarazo sin tomar en cuenta la edad gestacional (Koch et al. 2008).

La corioamnionitis histologica tiene elevada incidencia, aparece aproximadamente
en 1 % de todas las gestaciones; se presenta de un 5 al 10 % en pacientes con

RPM a término y en un 44 % de los casos precede a la ruptura de membranas. En
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general la corioamnionitis clinica afecta un 10-30 % de las pacientes con ruptura
prematura de membrana de pretérmino. En el grupo de embarazadas con edad
estacional menor a las 26 semanas, esta cifra puede superar el 50 % de los casos
(Koch et al. 2008).

1.9.1 LA INFECCION COMO FACTOR DE RIESGO EN EL PARTO
PREMATURO

Estudios clinicos han establecido una fuerte asociacion entre complicaciones en el
embarazo y el desarrollo de un proceso inflamatorio a nivel intrauterino. Las
infecciones se han reportado como responsables de hasta 40 % de los casos de
parto prematuro, ademas 80 % de los partos prematuros ocurren antes de las 30
semanas de gestacion tienen evidencia de infeccion, lo que desencadena una
respuesta inflamatoria y que ha sido asociada con el inicio prematuro del trabajo
de parto asi como dafo al desarrollo de los pulmones y cerebro del feto (Koga et
al. 2009; Waldor y McAdams, 2013), el parto prematuro asociado a una infeccién
ha sido relacionado a una migracion bacteriana desde el tracto genital bajo hasta
el utero, aun se desconoce si este trafico de bacterias ocurre de manera rutinaria
en el embarazo o tan solo en ciertas condiciones (Figura 5) en algunos casos el
cuello uterino puede fallar en su funcion como barrera y favorecer la infeccion
ascendente; la corioamnionitis resultante puede desencadenar contracciones
(McParland et al. 2004).

La infeccion intrauterina puede estar presente sin signos clinicos de la infeccion
materna, lo que ha llevado a la hipétesis de sindromes inflamatorios fetales o
coriodeciduales que inducen parto prematuro o aborto, sin evidencia objetiva de

dicha infeccion (Slattery y Morrison, 2002).

Mediante el uso de la amniocentesis en mujeres con trabajo de parto prematuro y
membranas intactas, una tasa media de cultivo de liquido amnidtico positivo se
encontré 12 % y 8 % de Mycoplasma hominis y Ureaplasma urealyticum
respectivamente, seguido por Gardnerella vaginalis. También han sido recobrados

del fluido amniotico y membranas corioamnioticas organismos generalmente que
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colonizan la vagina incluyendo Gram positivos y Gram negativos de los que
destaca E. coli (Waldorf y McAdams, 2013 y Slattery y Morrison, 2002), este tipo
de bacterias expresa altas cantidades de LPS en su membrana externa, la union
de esta endotoxina al receptor tipo-toll 4 (TRL-4) desencadena la sintesis de
diversos mediadores proinflamatorios (Raetz y Whitfield, 2002). Por otro lado la
corioamnionitis que resulta de la infeccion ascendente de la vagina y el cuello
uterino se ha identificado en 20-33 % de las mujeres con parto prematuro y
10-18 % de las mujeres con parto a término mediante el analisis histolégico de la

placenta después del parto (Fumitaka et al. 2000).

Figura 5: Ruta hipotética descrita para la migracion bacteriana desde espacio extra
embrionario hasta el liquito amniético (tomada de Romero et al. 2006).

Evidencia clinica y experimental indican que la inflamacién asociada a un proceso
infeccioso a nivel intrauterino/intramniético pueden inducir displasia
broncopulmonar (DBP) y una reduccion en el sindrome de diestrés respiratorio
(SDR), una infeccion fetal puede resultar en una respuesta inflamatoria sistémica

que puede persistir después del nacimiento, lo que agrava la lesion de multiples
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organos. La corioamnionitis se ha asociado con una mayor incidencia de lesiones

en los nifos prematuros incluyendo el cerebro (Waldorf y McAdams, 2013).

1.10 INMUNIDAD EN EL EMBARAZO

El embarazo evoluciona satisfactoriamente gracias a la participacion de
mecanismos que favorecen la implantacidén y el desarrollo del embrion durante
toda la gestacion, el papel del sistema inmune en la interfase materno-fetal es
clave ya que favorece el proceso de la implantacion y el desarrollo de la placenta,
ademas de promover la tolerancia fetal (Abrahams y Mor, 2005). Como se ha
descrito anteriormente, el éxito del embarazo requiere de mantener
inmunocompetencias suficientes para responder de manera efectiva ante
cualquier reto inmune o infeccioso que pudieran vulnerar el equilibrio de la unidad

materno-fetal.

1.10.1 INMUNIDAD INNATA DURANTE EL EMBARAZO

El sistema inmune funciona via dos brazos principales, es decir, respuestas
inmunes innatas y adaptativas. Aunque las respuestas inmunes adaptativas son
mas especificas y robustas, la activacion de respuestas antigeno especificas van
de la mano con las respuestas inmunes innatas que reconocen microorganismos
invasores como no propios representando la primera linea de defensa (Kannaki et
al. 2011 y Arancibia et al. 2007). Durante el embarazo existe una fuerte presencia
inmunoldgica en la interfase materno-fetal particularmente por el sistema inmune
innato, en este sentido, estudios clinicos han mostrado una fuerte asociacion entre
ciertas complicaciones en el embarazo e infecciones intrauterinas, sugiriendo que
las respuestas inmunes innatas pueden afectar el resultado del embarazo
(Abrahams y Mor, 2005).
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1.11 RECEPTORES TIPO-TOLL

Un mecanismo a través del cual el sistema inmune innato diferencia el
reconocimiento de lo propio y lo no propio es a través de un sistema conservado
evolutivamente de patrones de reconocimiento. Células del sistema inmune innato
expresan una serie de receptores conocidos como receptores de reconocimiento
de patrones (PRR) que reconocen y se unen a secuencias altamente conservadas
conocidas como patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs) o
patrones moleculares asociados a microbios (MAMPs) que son expresados
unicamente en la superficie de microorganismos (Abrahams y Mor, 2004 y Koga y
Mor. 2008).

Los receptores tipo-Toll son claves en la respuesta inmune innata, el primer
receptor Toll fue descubierto en Drosophila donde tiene una funciéon en el
desarrollo de la polaridad dorso-ventral de la larva, subsecuentemente receptores
Toll homodlogos fueron identificados en mamiferos y designados como receptores
tipo-Toll (Holmlund et al. 2002 y Takeda y Akira, 2004).

Todos los TLRs son evolutivamente conservados y pertenecen a la super familia
del receptor de interleucina-1 (IL-R1)/TLR. El ectodominio de moléculas TLR
consta de 16-28 repeticiones ricas en leucina (LRR) que es necesario para la
identificacion de los PAMPs, la parte central de las LRR posee motivos mas
irregulares y varian entre los diferentes TLR’s, esto implica que las partes
centrales participan fundamentalmente en el reconocimiento del ligando. Las
regiones citoplasmaticas de moléculas de los TLR poseen un dominio conservado
llamado Toll/IL1-R (dominio TIR) que participa en la transduccion de sefiales
(Kannaki et al. 2011 y Holmlund et al. 2002).

Hasta la fecha se han descrito once TLR en mamiferos (TLR-1 a TLR-11), sin
embargo, no se han documentado proteinas funcionales de TLR-11 en humanos.
Cada TLR es diferente en su especificidad, asi que mientras individualmente cada
receptor Tipo-Toll responde a ligandos limitados, colectivamente la familia de
TLRs puede responder a una amplia gama de PAMPs asociados a bacterias,

virus, hongos y parasitos. Basados en la localizacion de estos receptores se han

23



clasificado en dos grandes grupos; el primero son expresados en la superficie de
la célula (TLR-1, TLR-2, TLR-4, TLR-5, TLR-6 Y TLR-10), el segundo grupo se
encuentra expresado sobre las membranas de organelos intracelulares como en
los endosomas (TLR-3, TLR-7, TLR-8 Y TLR-9) (Koga et al. 2009).

1.11.1 TLR-4

El receptor tipo-Toll 4 fue el primero en ser identificado en humanos vy
subsecuentemente se encontré6 ser el receptor especifico del complejo
lipopolisacarido-porteina de unién a lipopolisacarido (LPS-LBP) asociado con el
CD14 y su activacién conduce principalmente a la sintesis de citocinas pro-
inflamatorias y quimiocinas. Ademas del reconocimiento de LPS, el principal
componente de la membrana de las bacterias Gram negativas, TLR-4 reconoce
algunos otros componentes de patdbgenos como polimeros de acido manuroénico
de bacterias Gram negativas, acido teicuronico de bacterias Gram positivas y
componentes virales como la proteina F del virus sincitial respiratorio, TLR-4
también se une a moléculas endogenas como HSP, fibronectina tipo Ill y acidos

grasos saturados (Abrahams y Mor, 2004 y Vaure y Liu, 2014).

A diferencia de otros, TLR-4 requiere de la formacion de un complejo de proteinas
accesorias; el primer evento en la respuesta inmune ante LPS ocurre fuera de la
célula, el LPS entra en contacto con LBP en el plasma. El complejo LPS-LBP
puede ser reconocido por el TLR-4 participando en conjunto con MD-2 que se
asocia con el dominio extracelular de TLR-4 y CD14, aunque estudios recientes
sugieren que CD14 y LBP solo mejoran la union entre el LPS y TLR-4 por lo que

no son indispensables para la union y sefializacion (da Silva et al. 2001).

TLR-4 inicia una cascada de sefializacion intracelular a traves de dos principales
vias originadas por la diferente localizacion celular, en la superficie de la célula y el
endosoma, esto resulta en una respuesta inflamatoria mediada por el adaptador
MyD88 (El factor de diferenciacion mieloide 88) y el factor de transcripcién NF-kB

que induce la produccién de citocinas, productos antimicrobianos (defensinas) y
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moléculas co-estimuladoras o una respuesta anti viral transducida por TRAM/TRIF
que activa el factor regulador de interferéon (IRF3); que media subsecuentemente
la sobre regulacion de genes que codifican para interferon tipo | y moléculas co-
estimuladoras. Ambas vias activan el sistema inmune innato y culminan con la
iniciacidon de la respuesta inmune adaptativa (Morris et al. 2015, Liaunardy-
Jopeace y Gay, 2014, Vaure y Liu, 2014, Plociennikowska et al. 2014, Abrahams
et al. 2005, Kannaki et al. 2011) (Figura 6) hasta la fecha los TLR-1 a -9 han sido
identificados en la placenta humana, en especifico caso de TLR-4 este se expresa

de forma constitutiva en la placenta durante la gestacion (Patni et al. 2009).

1.12 ViA DE SENALIZACION DE TLR-4 DEPENDIENTE DE MyD88

MyD88 contiene un dominio TIR dentro de su C-terminal y un dominio de muerte
(DD) en su N-terminal. Después de la union de TLR-4 con su ligando, MyD88 se
asocia con el dominio intracelular de TLR-4 mediante una interacciéon TIR-TIR a
su vez MyD88 a través de sus DD y activa los DD de IRAK (Cinasa asociada al
receptor de IL-1 B). IRAK a continuacion, se disocia del complejo y se asocia con
TRAF-6 (Factor asociado al receptor de TNFa). La activacion de NF-kB se
produce a través de la activacién de una cascada de cinasas que incluyen TAK-1
e IKK (Cinasa | kappa B). La disociacién de NF-kB con su inhibidor (IkB) debido a
la fosforilacion de este ultimo permite la traslocacién de NF-kB al nucleo y el
reconocimiento de sus genes blanco. MyD88 fue el primer componente
caracterizado esencial para la activacion de la respuesta inmune innata por todos
los TLR’s (Abrahams y Mor, 2005 y Takeda y Akira, 2004).
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Figura 6: Cascada de sefalizacion de TLR-4 tras la unién con su ligando. Se muestra la
via dependiente de MyD88 que culmina con la produccion de citocinas pro-inflamatorias,
asi como la via independiente que induce la produccién de interferones tipo I.

2. ANTECEDENTES
2.1 INFLAMACION DURANTE EL EMBARAZO

La inflamacion es parte de la respuesta inmune innata, que actua inmediatamente,
no es especifica y carece de memoria. La inflamacion mantiene el tejido en
homeostasis. Sin embargo la inflamacion exagerada o la falta de una respuesta
puede conducir a la enfermedad (Romero et al. 2006), la placenta es fuente de un
gran numero de citocinas, quimiocinas y factores relacionados (Keelan et al.
2003).

De principio a fin de la gestacioén, la modulacion y control de la inflamacion en la
unidad materno-fetal es clave para la continuidad de la misma. En contraste
durante los ultimos 20 afos, un conjunto de evidencias en crecimiento sugiere que
la infeccion intrauterina y/o inflamacién conduce a la activacion de vias locales de
inflamacion y juegan un papel critico en el 25 % a 40 % de los partos pretérminos;
la infeccién es el unico proceso patoldgico para el que se ha establecido una
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relacion causal firme con el parto prematuro (Bastek et al. 2011 y Romero et al.
2006).

El trofoblasto placentario es el principal productor de citocinas proinflamatorias, sin
embargo, las células de Hofbauer (macréfagos) y células estromales de la
placenta participan en esta produccion, en este mismo sentido se ha demostrado
que receptores de citocinas son expresados en el tejido placental, indicando que
este tejido es tanto productor como blanco de estos importantes mediadores
bioldgicos (Mitchell y Keelan, 2006).

En la placenta/trofoblasto a término se han identificado a nivel de RNAm TNFa, IL-
1a, IL-1B e IL-6, algunos otros genes de citocinas se han encontrado aumentados
en casos de partos pretérmino tanto a nivel de proteina como de RNAm entre las
que se encuentra ademas de las ya mencionadas; el factor estimulante de
colonias de macrofagos (GM-CSF por sus siglas en inglés), factor estimulante de

colonias de granulocitos (G-CSF por sus siglas en inglés).

Los procesos infecciosos sistémicos maternos han sido ligados a resultados
adversos del embarazo, tales como muerte fetal, ruptura prematura de
membranas, aborto y parto pretérmino, en casos de infecciones por bacterias
Gram negativas la pérdida fetal puede resultar en parte por la respuesta del
hospedero a los componentes de la pared celular de la bacteria, el LPS se ha
conocido que causa muerte fetal y abortos en animales desde 1940 y ha sido

implicado en parto pretérmino en humanos (Silver et al. 1994).

Asi pues, la hipétesis que se planted de que la infeccion intrauterina puede ser
causa de parto pretérmino resulté mas llamativa como el fenédmeno biomolecular
de las respuestas inflamatorias las cuales se definieron a gran detalle por Romero
et al. 1988 estudiando que la secuencia de eventos fisiopatoldgicos en el trabajo
de parto prematuro, inducido por infeccién podria ser el resultado tras la ascension
de microorganismos residentes en la vagina o el endocérvix uterino a través del
canal de parto, y colonizar los tejidos de la interfase materno-fetal, el liquido

amniodtico o ambos.
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De forma similar el LPS u otras toxinas de estos microorganismos pueden actuary
promover la formacion de IL-1B esta citocina primaria a su vez estimula la sintesis
de factores uterotonicos como PG asi como de otras citocinas proinflamatorias
tales como IL-8, IL-6 y TNFa entre otras en una variedad de tejidos y a
continuacion se prevé que las PG producidas en respuesta a esta inflamacién
induzcan las contracciones del miometrio y el inicio del parto pretérmino (Cox et al.
1997), en este sentido la infeccion durante el embarazo puede activar diversas
células como los macrofagos que secretan altos niveles de citocinas tipo Th1 que

alteran el delicado balance de la interfase materno-fetal (Hunt et al. 2005).

El aumento de los niveles de esteroides sexuales como la P4, durante la gestacion
favorece que no exista rechazo materno-fetal al inhibir la accién de células
citotoxicas y aumentar la produccion de citocinas antiinflamatorias, inclinando la
balanza hacia una respuesta tolerogénica ha sido observado que en mujeres con
abortos recurrentes, a nivel endometrial hay aumento de IL-12 lo cual actuaria

como estimulo para la diferenciaciéon de linfocitos ThO hacia Th1 (Barafao, 2011).

En el humano y en primates superiores, los niveles de P4 maternos, fetales y en
liquido amnidtico se mantienen sin cambios significativos antes, durante y después
del encendido de trabajo de parto. En estas especies, el papel de la P4 como
modulador en el inicio de trabajo de parto esta relacionado no con los niveles
circulantes de P4 sino con el perfil de expresién del RP en diferentes tejidos de la

unidad materno-placentaria (Brown et al. 2004).

Durante todo el embarazo y justo antes del inicio del trabajo de parto los distintos
tejidos gestacionales expresan mayoritariamente el RP-B asociado con efectos
progestacionales y anti-inflammatorios; sin embargo, existen evidencias que
demuestran que el inicio del trabajo de parto coincide con un cambio en el perfil de
expresion del los RP, en el que es favorecida la expresion del RP-A, este
mecanismo ha sido denominado “retiro funcional de la progesterona“(Mendelson y
Codon, 2005).
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En particular la P4 contribuye de forma sobresaliente e integral en funciones de
tolerancia inmunoldgica que permiten la supervivencia del feto al evitar el rechazo
de la placenta, la administracion de RU486 en ratones propicia la reabsorcién de
las crias, por otra parte el proceso de polarizacion celular de los linfocitos T hacia
un fenotipo Th1/Th2 es un evento regulado por la activacién y/o inhibicion del
factor nuclear NF-kB, se ha demostrado la capacidad de P4 para inducir la
produccion de IkBa (inhibidor de NF-kB), de igual manera se propone que la P4
unida a su receptor puede competir con NF-kB por un sitio de union adyacente al
DNA impidiendo la expresion de genes inducidos por parte de NF-kB, asi mismo
por la competicion de cofactores esenciales para su transcripcion (Barrera et al.
2007).

2.2 PRESENCIA DE RECEPTORES TIPO TOLL EN LA INTERFASE MATERNO
FETAL.

Hasta la fecha es poco lo que se conoce sobre el papel de los receptores tipo-Toll
durante el embarazo, sin embargo, se ha demostrado que la placenta normal
expresa TLR-1 -10 a nivel de RNA y a nivel de proteina TLR-2 y TLR-4 son
expresados en placentas tanto en el primer trimestre como a término, sugiriendo
que la placenta puede reconocer patégenos a través de estos receptores e inducir

una respuesta inflamatoria (Koga et al. 2009).

Klaffenbach et al. 2005 Demostré que lineas celulares de coriocarcinoma JAR y
BeWo expresan TLR1-10, asi como proteinas co-receptoras y accesorias como:
CD14, MyD88, MD-2, TIRP, TRAP y TRIF a nivel de RNAm, Holmlund et al. 2002
Demostraron que células del sincitiotrofoblasto y del trofoblasto intermedio
expresa TLR-2 y TLR-4, Kumazaki et al. 2004 encontré que las células
placentarias TLR-4 positivas pueden ser trofoblasto extravelloso e intermedio.
(Abrahams y Mor, 2005, Abrahams et al. 2005b, Koga y Mor, 2008).
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2.3 PARTICIPACION DE LAS CITOCINAS EN EL INICIO DEL TRABAJO DE
PARTO

El embarazo se ha definido como un estadio Th2 es decir, se postula que
predomina un estadio antiinflamatorio y un cambio hacia un perfil Th1 conduciria al
trabajo de parto (Wilczynski, 2005). Se ha comprobado que tanto IL-1 y TNFa
pueden ser encontradas en concentraciones elevadas en el liquido amnidtico de
mujeres que experimentan parto pretérmino, Romero et al. 1989 encontr6 que IL-1
es un componente clave en la correlacion con las concentraciones de PG, IL-6 ha
sido encontrada elevada en el liquido amniético de mujeres con parto pretérmino y
mujeres con parto pretérmino asociado a infeccién en diversos estudios (Dudley,
1997). Romero et al. 1990 fueron los primeros en reportar que elevadas
concentraciones de IL-6 en el liquido amnidtico es caracteristica de mujeres con

parto pretérmino asociada a infecciones.

Se ha descrito que el estimulo in vivo de ratas Sprague-Dawley con LPS genera el
aumento importante en la expresién de TLR-4 y el factor NF-kB en la placenta
(Boles et al. 2012), del mismo modo en el humano se ha descrito que el estimulo
in vitro de explantes de placenta humana con LPS induce un incremento
significativo del TLR-4 (Deng, 2009) asi como la produccion de citocinas
proinflamatorias como IL-6, IL-8, IL-18 y TNFa (Holmlund et al. 2002).

Considerable evidencia obtenida de animales de experimentacion indican que la
administraciéon de microorganismos o productos microbianos como endotoxinas a
animales embarazados puede inducir parto pretérmino, en 1943 Zahl y Bjerknes
demostraron que la inyeccidn de la endotoxina de Shigella y Salmonella dentro de
ratones y conejos puede ser capaz de inducir abortos, Takeda y Tsuchiya
confirmaron esta observacion por la administracion de la endotoxina de E. coli. En
nuestro laboratorio se ha estudiado la respuesta de las membranas
corioamnidticas simulando infecciones in vitro con el empleo de microorganismos
vivos tales como Candida albicans (Zaga-Clavellina et al. 2006a), Streptococcus
grupo B (Zaga-Clavellina et al. 2006b), E. coli (Zaga-Clavellina et al. 2007), y

Gardnerella vaginalis (Zaga-Clavellina et al. 2012) con lo cual se ha demostrado
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que estos tejidos tienen la capacidad de reconocer y responder de manera
especifica secretando diversos mediadores pro-inflamatorios como IL-13, TNFaq,

IL-6 e IL-8 asi como factores pro-degradativos como MMP-2 y -9, PGE2.

De igual manera se ha descrito como la P4 tiene la capacidad de modular estas
respuestas pro-inflamatorias disminuyendo la sintesis de citocinas pro-
inflamatorias y reduciendo la expresion de TLR-4 en estos tejidos efecto revertido
con el empleo del inhibidor de la P4 (Flores-Espinosa et al. 2014), por este motivo
resulta relevante describir la participacion de la placenta bajo estas mismas

condiciones.
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3 JUSTIFICACION

En el humano, el parto pretérmino es una condicion patolégica cuyo origen
etiopatoldgico es de naturaleza multifactorial, sin embargo, existe evidencia clinica
y experimental que sustenta una estrecha relacion causal entre la presencia de un
proceso infeccioso a nivel intra-uterino y el desarrollo de parto pretérmino
(Robbins y Bakardjev, 2012 y McParland et al. 2004).

Una tercera parte de los partos pretérmino pueden ser asociados a infeccion, esta
condicion induce en los tejidos maternos-fetales una respuesta inmune
encabezada por la secrecion de moduladores pro-inflamatorios tales como IL-1j,
TNFa, IL-6, IL-8, MIP-1a, cuya accion favorece la sintesis y secrecién de otros
mediadores efectores que degradan la matriz extracelular de los tejidos y alteran
la estructura y funcion, modificando el ambiente y creando condiciones
incompatibles con la continuidad de la gestacién (Cobo et al. 2012 y Goldenberg et
al. 2008).

En condiciones perjudiciales, el binomio madre-hijo comienza una serie de
mecanismos encaminados a mantener la gestacion el mayor tiempo posible, entre
los candidatos para regular estos procesos esta la progesterona, hormona
esteroide cuyas propiedades inmuno-moduladoras la hacen indispensable para el

mantenimiento de la estrecha relacion entre tejidos maternos y fetales.

4 HIPOTESIS

Si la P4 favorece el establecimiento de un ambiente anti-inflamatorio, entonces el
pre-tratamiento de explantes de vellosidades placentarias humanas a término
inhibira la sintesis de diferentes marcadores inmunoldgicos pro-inflamatorios y pro-

degradativos inducidos por la estimulacién con lipopolisacarido.
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5 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la capacidad anti-inflamatoria de la P4 en explantes de placenta humana

estimulados con endotoxina bacteriana.

6 OBJETIVOS PARTICULARES

e Cuantificar mediante ELISA los niveles de las citocinas pro-inflamatorias
TNFa, IL-1B e IL-6 secretadas al medio de cultivo por los explantes
placentarios en condiciones basales y después del co-tratamiento con 1000

ng/mL de LPS y diferentes concentraciones de P4 (0.01, 0.1 y 1 uM).

e Cuantificar mediante ELISA los niveles de las quimiocinas IL-8 y MIP-1a
secretadas al medio de cultivo por los explantes placentarios en
condiciones basales y después del co-tratamiento con 1000 ng/mL de LPS

y diferentes concentraciones de P4 (0.01, 0.1y 1 yM).

e Cuantificar mediante ELISA los niveles de la citocina anti-inflamatoria IL-10
secretada al medio de cultivo por los explantes placentarios en condiciones
basales y después del co-tratamiento con 1000 ng/mL de LPS vy diferentes

concentraciones de P4 (0.01, 0.1y 1 uM).

e Cuantificar mediante ELISA los niveles del factor pro-degradativo MMP-9
secretada al medio de cultivo por los explantes placentarios en condiciones
basales y después del co-tratamiento con 1000 ng/mL de LPS vy diferentes

concentraciones de P4 (0.01, 0.1y 1 uM).
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7 METODOLOGIA

e Muestras biolégicas

Las placentas utilizadas en el presente trabajo fueron voluntariamente donadas
por pacientes atendidas en el servicio de consulta externa en el Instituto Nacional
de Perinatologia “Isidro Espinosa de los Reyes” (INPer IER). Todas las mujeres
fueron previamente informadas del objetivo de la investigacion y accedieron a
donar sus placentas una vez que fueran intervenidas por cesarea electivas

(Cesarea previa, incompatibilidad céfalo-pélvica, ETC.).

Se utilizaron los tejidos de mujeres sanas de entre 20-38 afios de edad, con

gestaciones a término (37-39 SDG) y con gesta unica.

Todas las mujeres cursaron un embarazo normal, sin ninguna patologia
subyacente, mujeres con diabetes, preeclampsia, lupus eritematoso sistémico,
hipotiroidismo y obesidad no fueron incluidas en el estudio. No fue incluida

ninguna mujer con gestas gemelares o placenta previa.

34



Tabla 1: Caracteristicas generales de las mujeres que fueron incluidas en el estudio

Peso durante
el embarazo
Numero | Edad | SDG | Gesta | Inicio | Final | Producto

1 22 38 1 - - -
2 38 | 374 3 74 85 mujer
3 37 |38.5 1 48 | 57.4 | varon
4 21 | 384 4 52 61 varon
5 38 | 394 5 64 |73.4 | vardon
6 23 |38.3 2 50 58 -—--
7 33 | 38 2 70 | 80.4| varon
8 24 | 373 3 46 60 -—--
9 23 | 375 3 73.5 | 69.7 | mujer
10 23 | 38.5 3 53 60 mujer
11 32 38 4 65 71 mujer
12 36 38 1 57 65 -—--
13 23 | 385 4 e -—--
14 29 |38.2 3 e -
15 39 39 4 m——— ~—- m———
16 28 | 38.5 2 65 82 -—-
17 33 | 38 4 -- | 67.2| mujer
18 25 |38.2 3 54 |59.6 | mujer

Promedio| 30.1 | 38.2 | 2.85 | 61.3 | 69.7 | 50/50

SDG: semanas de gestacién



e Reactivos

La progesterona, el inhibidor de progesterona RU486 (Mifepristone) y el
lipopolisacarido de E. coli (055:B5) fueron obtenidos de Sigma-Aldrich (St. Louis,
E.U.A).

e Obtenciéon de muestras y control microbiolégico

Tras el nacimiento y posterior retiro de la placenta, esta fue depositada en un
contenedor estéril-hermético y transportada al laboratorio. A partir de este
momento el tejido fue trabajado en condiciones de esterilidad (campana de flujo

laminar).

Para garantizar que las placentas estuvieran libres de patdégenos, se realizaron
cultivos bacterianos de diversos fragmentos del tejido, tanto de placenta como de
membranas fetales, estos fragmentos fueron cultivados 24 h a 37°C en medio
infusién cerebro-corazén (BHI) para la busqueda de microorganismos
convencionales, tras este tiempo el medio se inoculdé en placa de Agar
MacConkey, Agar sangre, Agar sales manitol, Agar papa dextrosa y Agar GC,
estas placas fueron incubadas a 37°C de 24-48 h, en caso de existir crecimiento
bacteriano se realizan las pruebas bioquimicas primarias y secundarias para la
identificacion del microorganismos, para microorganismo no convencionales como
Ureaplasma spp. y Mycoplasma spp. Se emplearon caldo urea y caldo arginina
respectivamente los cuales se incubaron a 37°C durante 8 dias en un ambiente
microfilico, revisando cada 24 h la presencia de vire en el medio, en caso de no
existir se reportaba como negativo, en caso de vire, el medio se filtraba en
membranas de poro de 0.22 um, y se inoculaba el filtrado en medio nuevo por 5
dias bajo las mismas condiciones, de nueva cuenta en caso de existir vire se
reportaba positivo. Solo fueron utilizadas placentas cuya esterilidad fue

confirmada.
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e Obtencion y cultivo de explantes de placenta

Con la finalidad de retirar los excesos de sangre, las placentas fueron lavadas con
abundante solucion salina fisiologica (0.9 % NaCl), posteriormente las membranas
fueron retiradas del disco placentario y fueron cortados los cotiledones centrales a
los que les fue diseccionada la regién decidual (materna). Explantes de
cotiledones de aproximadamente 1 cm?3 fueron obtenidos y depositados en
solucion salina para otro proceso de lavado para asegurar la remocion total de

sangre.

Una vez que los explantes fueron lavados, estos fueron transferidos a cajas de
cultivo de 12 pozos (Costar® NY, EUA.) en una proporcién de tres explantes por
pozo. A cada pozo se le agregaron 2 mL de medio DMEM sin rojo de fenol
suplementado con 10 % de suero fetal bovino (SFB) libre de hormonas, 1 % de
piruvato 1mM y 1 % de antibiético-antimicético (100 U/mL penicilina, 100 pug/mL
estreptomicina y 0.25 pg/mL anfotericina) (DMEM-SFB) (todos ellos de Gibco BRL,
Bethesda, E.U.A). Todos los explantes fueron cultivados durante 12 h a 37°C en

una atmosfera con 5 % de COo.

e Determinacion de la viabilidad funcional y estructural de explantes de

placenta humana en cultivo

Con la finalidad de determinar la viabilidad funcional del tejido durante el
experimento se efectué una prueba colorimétrica para determinar la viabilidad
metabdlica del tejido empleando el kit XTT (2,3-bis- (2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil) -
2H-tetrazolio-5-carboxanilida) (Roche Applied Science, Manheim, DE). Este kit
permite determinar la funcion metabdlica de las células al reducir la sal de
tetrazolio (XTT) de color amarillo a la sal de formazan de color naranja, por accién
de la enzima deshidrogenasa mitocondrial. La reaccion colorimétrica se considera
como un buen indicador de células metabdlicamente activas, es decir, células

viables.
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Para este ensayo se cultivaron 3 explantes de placenta por pozo durante 96 h con
1 mL de DMEM-SFB, adicionando 250 pyL de la mezcla XTT-acoplador en una
relacion 50:1 (segun el inserto del kit) a cada pozo segun la hora de cultivo; 0, 24,
48, 72 y 96 h. El reactivo se dejé reaccionar durante 2 h, periodo en que se
observd un cambio significativo de color. Transcurrido este tiempo los medios se
recuperaron para la lectura de la absorbancia a 450nm (segun las
especificaciones del proveedor). En el caso de los tiempos 72 y 96 h se renovo el
medio a las 48 h de incubacidn, esto no afecta el resultado puesto que se evalua

la actividad metabdlica del tejido independientemente del tiempo del medio.

Para la viabilidad estructural los explantes fueron cultivados en DMEM-SFB vy libre
de hormonas durante 72 h bajo las mismas condiciones, dos explantes fueron
tomados y colocados directamente en paraformaldehido 4 % vy refrigerados a 4°C
(Tejidos a tiempo 0 h) el resto de los explantes fueron recuperados a las 4, 24, 48
y 72 h posterior al cultivo y depositados de igual manera en paraformaldehido 4 %,
de cada tejido se realizaron dos cortes histolégicos que fueron tefidos con

Hematoxilina-Eosina y examinados bajo microscopio optico.

e Programa de estimulacion de explantes cultivados de placenta

humana

Durante las primeras 24 h de cultivo los explantes fueron pre-tratados con
progesterona con concentraciones de 0.01, 0.1 y 1 yM/mL, con RU486 y la
combinacion de P4 1 uM/mL y RU486 100 uM/mL, trascurrido este tiempo a todos
los explantes se les renovd medio DMEM-SFB ya sea con tratamiento de P4,
RU486 o su combinacion y se co-estimularon con 1000 ng/mL de LPS durante 24
h. (Figura 7)
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Figura 7: Esquema que ilustra la metodologia para los distintos tratamientos de explantes
de placenta el cultivo. Cada tratamiento se realiz6 por triplicado.
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¢ Procesamiento de las muestras después de los tratamientos

Una vez concluidos los diferentes tratamientos el medio de cultivo fue recuperado
en 4 alicuotas de 500 pyL cada una, mismas que fueron almacenadas a -20°C.
Estos medios fueron utilizados para la cuantificacion por ELISA (Enzyme-Linked

InmmunoSorbent Assay) de los siguientes analitos;

» Citocinas pro-inflamatorias; IL-13, TNFa, IL-6
= Quimiocinas; IL-8, MIP-1a
= Citocina anti-inflamatoria: IL-10

» Metaloproteasa de matriz extracelular; MMP-9

Con la finalidad de obtener la fraccidn proteica de los tejidos, al terminar los
experimentos el tejido fue pesado y depositado en buffer de lisis (EGTA 100 mM,
MgCL 1000 mM, Tris HCI 20 mM, 150 mM respectivamente, inhibidor de
proteasas) (Roche Applied Science, Manheim, DE) y congelados rapidamente en
hielo seco, posteriormente se congelaron a -20°C toda la noche, para la extracciéon
de la fraccion citosolica los tejidos se centrifugaron a 14,000 rpm durante 15
minutos a 4°C y el sobrenadante fue recuperado para su empleo en las técnicas

de Zimogramas y Western blot.

e Técnica de inmunohistoquimica

Para evaluar la integridad del tejido durante todo el experimento se realizaron
cortes histolégicos a diferentes tiempos de cultivo; 0, 24, 48, 72 h de igual modo
esto nos permitiria observar las caracteristicas del tejido y garantizar que se
trataba de trofoblasto velloso. Para esto los tejidos fueron cortados por micrétomo

y resguardados en parafina hasta su uso.

Para efectuar la tincidon inmunohistoquimica las laminillas fueron desparafinadas a

60°C por 30min. e hidratadas en un gradiente de alcohol:
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Figura 8: Gradiente de hidratacion para cortes de explantes de placenta tras ser
desparafinados.

Las laminillas se dejaron secar y se delimitd el area del tejido con Pap Pen que se
dejé secar durante 10 min. Todas las laminillas fueron sumergidas en PBS 1X
(NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, Na2HPO4, 1.5 mM KH2PO4, pH 7.2) una a una las
laminillas fueron sumergidas en una solucién de peréxido de hidrégeno 0.5 % en
metanol por 15min. para eliminar la actividad peroxidasa enddgena, tras este
tiempo se realizaron 3 lavados con PBS 1X de dos minutos cada uno, en el ultimo

lavado las laminillas se dejaron sumergidas en PBS.

Una a una cada laminilla se secé el area alrededor del Spot delimitado y se
adicion6 100 pL de solucion de bloqueo (10 % suero de caballo y 30 % suero
humano inactivados por calor), tras esto todas las laminillas fueron incubadas
durante 1 h a TA en camara humeda. Las muestras se lavaron y se incubaron toda
la noche a 4°C con el anticuerpo primario monoclonal anti-Citoqueratina-7
humana obtenida de raton OV-TL 12/30 (CK-7) (DAKO, séo paulo Brasil) para el
control negativo se utilizdé un isotipo IgG de conejo (Santa Cruz Biothecnology). Al
dia siguiente se retird el anticuerpo con un golpe firme sobre un papel absorbente
y se realizaron 3 lavados de 5 minutos en PBS 1X, tras secar el area alrededor de
la muestra se adicionaron 100 L del anticuerpo secundario conjugado con Biotina
anti-IgG de ratén (Vector, burlingame, CA) a una concentracién de 10 ug/mL este

se dejo incubar durante 30 min a TA en camara humeda.

Transcurrido el tiempo el anticuerpo secundario se retird y se procedié a realizar

tres lavados con PBS 1X de 5 min cada uno, durante el ultimo lavado se prepard
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el conjugado estreptavidina-peroxidasa (una gota del concentrado 20X en 1ml de
PBS 1X) a cada laminilla se le adicion6 100 yL del conjugado dejandose actuar
por 10 min. a TA. Finalmente para revelar se adiciono 100 yL el cromégeno EAC
Kit (Invitrogen) monitoreando el desarrollo de color rojo sobre el tejido en ese
momento la reaccion se detuvo removiendo la solucion sobre una toalla
absorbente y sumergiendo la laminilla en PBS 1X.
Las laminillas se lavaron 3 veces con agua bidestilada y se contratifieron con
Hematoxilina de Harris por 1 min. Tras esto se lavaron con abundante agua
corriente y finalmente para montar las muestras se adiciono una gota de Crystal
mount durante toda la noche, posterior a esto las laminillas se sumergieron
brevemente en Histoclear y se montaron en medio acuoso Permount (Fischer
Scientific, E.U.A) dejandose secar a TA para su posterior observacién en

microscopio optico.

e Técnica de ELISA

La cuantificacion mediante ELISA tipo sandwich de los diferentes analitos se
realizé en cada uno de los medios de cultivo obtenidos después de los diferentes

tratamientos, se utilizdé la metodologia general que a continuacién se describe:

Las placas de 96 pozos son recubiertas con 100 pL del anticuerpo de captura
especifico (Tabla 2) durante 18 h a TA, posteriormente las placas fueron lavadas
tres ocasiones seguidas con PBS-Tween. Inmediatamente después las placas
fueron bloqueadas con buffer de bloqueo (1 % de albumina en PBS filtrado en

membrana de 0.22 um) durante 2 h a TA seguidas.

Después de 3 lavados con PBS-Tween fueron cargados en cada pozo la curva
estandar y las muestras, mismas que se incubaron durante 2-3 h a TA; una vez
transcurrido este tiempo las placas se lavaron nuevamente y se incorporo a la
reaccion 100 pyL de anticuerpo de deteccion (Tabla 2). Finalmente la reaccion fue

revelada con la adicion del substrato especifico y leido a 450 nm o 405 nm, segun
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la casa comercial empleada, en el espectrofotdmetro xMark (Bio-Rad, Hercules

CA). Cada valor obtenido se normaliz6 en funcién del peso humedo de tejido.

Tabla 2: Condiciones en que se realizaron las ELISAS para las diferentes citocinas y

péptidos antimicrobianos.

R&D

200 ng/mL

Streptavidina-

H202/tetrame

0.5-10

system HRP til benzidina ng/mL
R&D 4 pg/mi 250 ng/mL Streptavidina- | H202/tetrame | 3.0 — 250
system HRP til benzidina pg/mL
R&D 2 ug/ml 50 ng/mi Streptavidina- | H202/tetrame | 15.6-2000
system HRP til benzidina pg/mL
R&D 2 pg/ml 200 ng/ml Streptavidina- | H202/tetrame | 31.2-2000
system HRP til benzidina
R&D 0.4 pg/ml 200 ng/ml Streptavidina- | H202/tetrame | 7.84-1000
system HRP til benzidina pg/mL
R&D 1.0 pg/ml 100 ng/ml Streptavidina- | H202/tetrame | 31.2-2500
system HRP til benzidina pg/mL
Peprotech | 0.5 ug/ml 0.5 pg/ml Avidina-HRP ABTS 31.2-4000
pg/mL

Analisis estadistico

ABTS: 2,2°Azino-bis(3-ethilbenzotiazolina-6-acido sulfurico); Ab: anticuerpo

El analisis estadistico se realiz6é en el programa Sigma Stat 11.0 (Systat Software,

California, EUA). La prueba de normalidad de Kruskal-wallis fue aplicada, las

comparaciones se

realizaron

con

las

pruebas Dunn’s y Holm-sidak.

Posteriormente se realizé una prueba t-Student para hacer la comparacion entre

los grupos deseados, en todos los casos se considerd significativo un valor de
p<0.05.
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8. RESULTADOS
8.1 VALIDACION DEL METODO

La prueba de viabilidad funcional realizada con el sistema colorimétrico XTT
demostré que los explantes de vellosidades placentarias humanas en cultivo,
mantienen su capacidad metabdlica, sin cambio significativo durante 96 h de

cultivo.
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Absorbancia ajustada (450nm)
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0 24 43 72 96

Horas de cultivo

Figura 9: Prueba de viabilidad funcional de los explantes de vellosidades placentarias. La
grafica representa el promedio + el error estandar, n=3.

Al comprobar que el tejido se mantenia viable durante 96 h, se decidi6 realizar los
tratamientos a los explantes, estos se comenzaron al tiempo O realizando
unicamente el pre-tratamiento con P4 en las diferentes concentraciones, asi como

el pre-tratamiento con RU486, tras 24 h de cultivo el medio se renovo y se efectud
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el tratamiento de nueva cuenta con P4 y RU486 asi como el co-tratamiento con

LPS que se dej6 durante 24 h en cultivo.

8.1.2 VIABILIDAD ESTRUCTURAL

Para poder confirmar que la integridad estructural del tejido se mantenia durante el
periodo de experimentacion, los explantes de vellosidades se cultivaron durante
un periodo de 0-72 horas, con intervalos de 24 h se realizaron cortes histologicos

a los explantes los cuales fueron tefidos con Hematoxilina-eosina.

Figura 10: Integridad estructural de las vellosidades placentarias en cultivo; a) Tejido a 0
horas de cultivo imagen a 40x, b) Tejido a 24 h de cultivo, imagen a 40x, ¢) Tejido a48 h
de cultivo, imagen a 40x y d) Tejido a 72 h de cultivo, imagen a 40x.
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Con estas pruebas se pudo demostrar que los tejidos eran viables tanto funcional
como estructuralmente durante un periodo de tiempo mayor al intervalo de
estimulacion efectuado, sin embargo, era importante caracterizar estructuralmente
ademas de asegurar que se trabajaba con células del trofoblasto para ello se

realizd una tincién inmunohistolégica con anti-citoqueratina-7 (CK7) una proteina

especifica del trofoblasto.

Figura 11: Tincion inmunohistoquimica anti-CK7 en explantes de vellosidades
placentarias. En la imagen se aprecia abundante presencia de trofoblasto y el sincitio que
se forma en estas células.
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8.2 CINETICA DE PRODUCCION DE CITOCINAS

Con la finalidad de conocer el perfil de secrecion de las diferentes citocinas vy

determinar el periodo de estimulacion maxima con 1000 ng/mL de LPS por

explantes de vellosidades placentarias humanas se realizd6 una cinética de

produccion de diversas citocinas pro-inflamatorias vy

determinadas mediante ELISA.
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Figura 12: Cinética de produccion de citocinas por explantes de vellosidades placentarias
humanas en cultivo tras un estimulo con 1000 ng/mL de LPS. Las gréficas representan los
promedios % error estandar, n=2. (A) citocinas pro-inflamatorias IL-18 y TNFa. (B) citocina

anti-inflamatoria IL-10. (C) quimiocinas MIP-1a e IL-8.
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El patrén de expresion de las citocinas con respecto al tiempo en que fueron
estimulados los explantes demostré que el pico maximo de produccién se
presentd a las 24 horas, este patron se evidencia mas en las citocinas pro-
inflamatorias como IL-18 y TNFa, cuyas concentraciones apreciables se
comienzan a ver a partir de las 4 h post-estimulo. Por su parte IL-10 y MIP-1a no
muestran una produccion tan elevada y notoria como el resto de las citocinas, sin
embargo su aumento es mayor tras 24 h de estimulo. En el caso particular de IL-8,
esta citocina quimiotactica presenta una produccioén elevada tras un periodo de
tiempo corto con el estimulo de LPS, al parecer esta citocina se produce de forma
basal por las vellosidades placentarias, y bajo un estimulo con LPS incrementan
su produccién de igual manera alcanzando niveles maximos a las 24 h. Esto
sugiere que el momento ideal para realizar las mediciones de las diversas

citocinas es a las 23 h posteriores al estimulo con 1000 ng/mL de LPS.

8.3 SECRECION DE TNFa, IL-18 E IL-6

Los niveles de TNFa en el control fueron 224.15 + 26.29 pg/g de tejido, los de IL-
18 fueron de 53.03 £ 29.66 pg/g, y los de IL-6 fueron 15353.33 + 4118.70 pg/g de
tejido. Tras la estimulacién con 1000 ng/mL de LPS se produjo un aumento de
8.53 veces la secrecion de TNFa (1912.73 + 457.25 ng/g de tejido), 26.04 veces la
produccion de IL-1B8 (1381.00 + 367.59 pg/g de tejido), mientras que para IL-6 el
aumento fue de 4.82 veces (74110.42 £ 10154.96).

El tratamiento con las concentraciones de P4 0.01 pg/mL y 0.1 pg/mL fueron
efectivas para disminuir en un 73.48 % y 73.2 % respectivamente la secrecién de
TNFa citocina por los explantes tras el estimulo con LPS (507.25 + 63.83 pg/g de
tejido y 512.42 + 80.20 pg/g de tejido), mientras que la concentracion de 1 pg/mL
de P4 no mostré una reduccién estadisticamente significativa, sin embargo, se
pudo observar una tendencia de disminucién del efecto causado por el LPS. Del
mismo modo la concentracién de P4 0.01 ug/mL mostré ser eficaz para revertir el
efecto del LPS en la produccion de IL-13 en un 56.1 % (606.26 + 110.94 pg/g de
tejido) y un 56 % para IL-6 (32638.40 + 16336.23 pg/g de tejido).
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El efecto anti-progestacional de RU486 no se logré apreciar ya que tanto para IL-
1B como para IL-6 la concentracion de 1 uM/mL no parecio tener efecto de inhibir
la produccién de estas citocinas tras la exposicion del tejido al LPS vy las
concentraciones de ambos estimulos no muestran una diferencia significativa. En
el caso particular de TNFa la concentracién de 1 pM/mL de P4 mostré una
reduccion en la produccién de esta citocina, si no de forma significativa, si de
manera marcada. Este efecto se vio revertido de forma significativa tras bloquear
la accion de P4 con RU484 100uM (1961.75 = 351.92) un efecto muy similar al
que ejercié LPS por si solo (Figuras 13, 14y 15).
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Figura 13: Concentracion de TNFa determinada por ELISA en medio de cultivo de los
explantes de vellosidades placentarias en los diferentes tratamientos. La grafica
representa el promedio * el error estandar, n= 10. *P<0.05 vs Control. ® p<0.05 vs LPS, ®
p<0.05 vs P4 1uM.
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Figura 14: Concentracién de IL-13 determinada por ELISA en medio de cultivo de los
explantes de vellosidades placentarias en los diferentes tratamientos. La grafica
representa el promedio * el error estandar, n= 10. *p<0.05 vs Control, ® p<0.05 vs LPS.

50



f & 001 01 g, é,) g
$ P4pM+LPS
> f f
Figura 15: Secreciéon de IL-6 medida por ELISA como respuesta a los diversos

tratamientos de explantes de vellosidades placentarias en cultivo. La grafica representa
los promedios + error estandar, n= 10. * p<0.05 vs Control, ® p<0.05 vs LPS.
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8.4 SECRECION DE IL-8 Y MIP-1a

El estimulo de los explantes con LPS indujo el aumento de 6.93 (36451.44
2538.62 pg/g de tejido) y de 5.06 (766.65 £ 87.34 pg/g de tejido) veces para IL-8 y
MIP-1a, en comparacién con los niveles basales del control (5257.90 + 1164.22
pg/g de tejido) y (151.41 + 48.45 pg/g de tejido) respectivamente. Las tres
concentraciones empleadas de P4 (0.01, 0.1 y 1 uM/mL) lograron disminuir los
niveles de IL-8 de forma significativa la produccién de esta citocina alcanzando
hasta un 75.49 % en la reduccion de ella (8934.00 + 2522.10 pg/g de tejido,
17785.85 + 4300.64 pg/g de tejido y 17331.84 * 4612.53 pg/g de tejido
respectivamente), en el caso especifico de 1 yM/mL de P4 aunque no de forma

significativa el efecto se vio revertido por el antagonista RU486.

Por su parte solo la concentracion de 0.01 yM/mL de P4 logré reducir la
concentracion de MIP-1a en 24.69 %, el resto de las concentraciones no tuvo un
efecto supresor significativo, sin embargo, mostraron una tendencia de disminuir el
efecto del LPS al emplear 1 uM/mL de P4, efecto que se vio revertido al bloquear

la accion de la hormona con RU486 (Figuras 16y 17).
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Figura 16: Concentracion de IL-8 determinada por ELISA en medio de cultivo de los
explantes de vellosidades placentarias en los diferentes tratamientos. La grafica
representa el promedio * el error estandar, n=10 * p<0.05 vs control, ® p<0.05 vs LPS.
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Figura 17: Concentracion de MIP-1a determinada por ELISA en medio de cultivo de los
explantes de vellosidades placentarias en los diferentes tratamientos. La grafica
representa el promedio * el error estandar, n= 10. * P<0.05 vs Control, & p<0.05 vs LPS,
@ p< 0.05 vs P4 1uM.
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8.5 SECRECION DE IL-10

A diferencia del control cuyos niveles de IL-10 son practicamente 0 pg/mL por g de
tejido, el estimulo con 1000 ng/mL de LPS generé un aumento de 21.3 veces la
produccion de IL-10 (381.57 = 60.21 pg/g de tejido), efecto que se vio revertido
significativamente por la administracion P4 0.01 yM disminuyendo en un 48.28 %
(197.33 + 44.49 pg/g de tejido). El resto de las concentraciones de P4 no parece
tener efecto en la disminucién de la produccién de IL-10 por efecto del estimulo
con LPS.
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Figura 18: Concentracion de IL-10 determinada por ELISA en medio de cultivo de los
explantes de vellosidades placentarias en los diferentes tratamientos. La grafica
representa el promedio % el error estandar, n= 10. * p<0.05 vs Control, & p<0.05 vs LPS,
® p<0.05 vs P4 1uM.
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8.6 SECRECION DE MMP-9

La produccién de la metaloproteasa no mostré cambios significativos en un estado
basal y tras el estimulo con LPS (13712.16 + 1191.54 pg/g de tejido y 16802.62 +
1672.71 pg/g de tejido respectivamente), a pesar de existir un ligero aumento de
esta tras el tratamiento con LPS. Sin embargo, la produccion de MMP-9 se vio
disminuida cuando el tejido fue tratado con P4 0.1 y 1 pM en un 32 y 28.19 %
respectivamente (11392.00 + 876.43 pg/g de tejido y 12065.66 + 1010.39 pg/g de
tejido).
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Figura 19: Concentracion de MMP-9 determinada por ELISA en medio de cultivo de los
explantes de vellosidades placentarias en los diferentes tratamientos. La grafica
representa el promedio * el error estandar, n= 10. & P<0.05 vs LPS.
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9. DISCUSION

Sin duda el parto prematuro sigue siendo una prioridad obstétrica y neonatal del
siglo XXI, su entendimiento y prevencién continua siendo sujeto de estudio asi
como los mecanismos fisiopatoldgicos que conllevan el inicio del trabajo de parto

antes de las 37 semanas de gestacion.

El parto pretérmino sigue siendo la causa de mortalidad y morbilidad perinatal y
aunque se han intentado multiples estrategias para prevenir el parto pretérmino
estas no han tenido éxito y la tasa ha incrementado de 9 % a 12 % en las ultimas
dos décadas. La patogénesis del parto pretérmino en el marco de la infeccién no
ha sido completamente elucidado (Subramaniam et al. 2012) sin embargo, la
invasion bacteriana en la cavidad amnidtica es documentada en aproximadamente
10 % de pacientes con parto pretérmino con membranas intactas y en
aproximadamente 30 % de mujeres con ruptura prematura de membranas (Gotkin
et al. 2006 y Elovitz et al. 2005), asi pues las infecciones maternas se han
propuesto que se presentan en 25-40 % de los partos pretérmino (Schwartz et al.
2009).

Con el aumento de la comprension en que la infeccidbn en relacion con la
inflamacién estan asociadas con muchos casos de parto pretérmino, se han
realizado ensayos clinicos con diferentes regimenes de antibiéticos en un esfuerzo
por disminuir la tasa de nacimientos prematuros, estos tratamientos no han
demostrado ser benéficos e incluso han sido asociadas con el incremento en la

tasa de partos pretérmino (Elovitz et al. 2005).

La respuesta inflamatoria materna a lo largo del tracto genital ha sido identificada
como un importante enlace entre la infeccion materna y el parto pretérmino.
Evidencia substancial parece indicar que las citocinas proinflamatorias juegan un
papel importante en la secuencia de eventos que culminan con el inicio del parto
pretérmino asociado con la infeccion intrauterina (Raghupathy y Kalinka, 2008).
Aunque la respuesta inflamatoria no esta limitada al sistema inmune materno, un
sindrome de respuesta inflamatoria fetal ha sido descrita en partos pretérmino y ha

sido asociada con el resultado adverso perinatal (Schwartz et al. 2009).
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Es de suma importancia que los tejidos fetales posean competencias
inmunologicas capaces de montar una respuesta inmunolégica efectiva contra
algun patégeno, en este sentido la presencia y actividad de TLR-4 es
indispensable ya que es el receptor necesario para el reconocimiento de bacterias
Gram negativas cuya presencia ha sido fuertemente asociada a las infecciones

relacionadas al parto prematuro (Patni et al. 2009 y Holmlund et al. 2002).

Las citocinas relevantes en el embarazo pueden ser generalmente divididas dentro
de dos categorias, algunas de estas son potencialmente perjudiciales para el
embarazo por incrementar la inmunidad mediada por células (citocinas tipo Th1) y
otras modulando un potencial efecto benéfico por inhibicién de la respuesta celular
(citocinas Th2), tanto estudios clinicos como experimentales sustentan el concepto
de que el embarazo es caracterizado por un fendmeno tipo Th2 (Szekeres-Bartho
y Wegmann, 1996).

Una manifestacion prematura o la aparicion repentina de eventos inflamatorios
anormales necesarios para el parto natural, podrian iniciar e intensificar la cascada
de produccién de citocinas inflamatorias involucradas en resultados adversos

como el parto pretérmino (Kwak-Kim et al. 2010).

El inicio del trabajo de parto ha sido asociado con la elevacidn de la concentracion
de IL-1B, IL-6, IL-8 y TNFa, estas citocinas entre otras han sido correlacionadas
con la infeccidon intra-amniotica y en la patogénesis del parto pretérmino; una
examinacion del liquido amnioético y a nivel sérico proveyo6 informacion acerca de
la concentracion de estas citocinas. Se han reportado que las concentraciones de
IL-18, TNF-qa, IL-6, IL-8, Factor estimulante de colonias (CSF), MIP-1a y el factor
activador de plaquetas (PAF) se encuentran elevadas en pacientes con infeccion,
en comparacion con mujeres sin infeccién (Saji et al. 2000 Raghupathy et al. 2009,
Makhseed et al. 2003, y Gotkin et al. 2006) de igual manera esta elevacion se ha
descrito en el fluido amnidtico, miometrio, decidua y membranas fetales.
(Christiaens et al. 2008).

La P4 juega un papel esencial en el establecimiento y mantenimiento del

embarazo (Astle et al. 2003), recientemente evidencia acumulada sugiere que la
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P4 participa de forma significativa en el establecimiento de una adecuada

respuesta inmune durante el embarazo exitoso. (Druckmann y Druckmann, 2005).

A esta hormona se le han atribuido propiedades inmunosupresoras porque la
concentracion alcanzada en la interfase materno-fetal es capaz de inhibir una
variedad de funciones celulares inmunes e inflamatorias en ensayos in-vitro.
Existe evidencia que indica que la P4 también regula la migracion y proliferacion
de células inmunes y poblaciones de células proinflamatorias en el endometrio de

animales y puede jugar un papel similar en mujeres (Choi et al. 2000).

La accion de la P4 durante procesos infecciosos en la gestaciéon han sido poco
estudiados y la gran mayoria solo se ha efectuado en modelos animales. En un
modelo murino la administracién de P4 fue capaz de disminuir la secrecion de
factores pro-inflamatorios y quimiotacticos tras la infusion de LPS via intrauterina
por la regulaciéon de TLR-4 y TLR-2 (Elovitz y Mrinalini, 2005).

Pocos han sido los estudios en humanos que se han realizado para determinar el
papel de la P4 en el trabajo de parto pretérmino, la mayoria de la informacién
proviene de estudios en los que la administraciéon de P4 en mujeres con riesgo de
trabajo de parto prematuro ha sido exitosa ya que esta prevalencia se ha visto
reducida, con ello se ha atribuido la capacidad de la P4 para disminuir la secrecion
de factores pro-inflamatorios (Tita y Rouse, 2009 y da Fonseca et al. 2003),
aunque el mecanismo exacto por el cual la P4 ejerce esta funcién no ha sido

dilucidado completamente.

Con el objetivo de evaluar si la P4 puede modular la respuesta inflamatoria que
genera la placenta ante un estimulo con LPS de E. coli, simulando un infeccidon
aguda en el tejido. Propusimos y validamos un modelo experimental que nos
permitié determinar como la P4 puede reducir la respuesta pro-inflamatoria tras el

reto inmunoldgico con la endotoxina bacteriana en la placenta.

Las pruebas colorimétricas de XTT asi como el analisis histoldégico permitieron
comprobar que en nuestro modelo de explantes se mantenian metabdlicamente

viables durante 96 h sin cambio en la integridad celular, lo cual permitié realizar los
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protocolos de estimulacién con LPS y P4 sin que la funcionalidad del tejido se
viese disminuida, de igual manera la tincion inmunohistoquimica con anti-CK7
permiti6 constatar que la poblaciéon celular mayoritaria en los explantes era

trofoblasto y no existia presencia de células deciduales o corioamnioticas.

En el presente trabajo se evaluaron marcadores pro-inflamatorios, anti-
inflamatorios y pro-degradativos, todos estos marcadores que fueron
determinados han sido previamente reportados y se ha identificado que tejidos
extra embrionarios los producen en respuesta a una infeccion. Estos estudios se
han enfocado principalmente en membranas fetales (Zaga-Clavellina et al. 2007,
Flores-Herrera et al. 2012 y Zaga et al. 2004), en células del trofoblasto (Shimoya
et al. 1999, Bowen et al. 2002; Hauguel-de Mouzon y Guerre-Millo, 2006). Sin
embargo pocos son los estudios que se han enfocado en la respuesta funcional de
la placenta, la mayoria de ellos se han realizado en células aisladas o en lineas
celulares, por este motivo nosotros decidimos realizar nuestro estudio en
explantes de placenta humana para determinar la respuesta funcional en conjunto

de las diferentes poblaciones celulares presentes en la placenta.

Para evaluar como estos marcadores pro-inflamatorios eran producidos por los
explantes de vellosidades placentarias optamos por realizar una curva tiempo-
respuesta, con ella logramos observar como TNFa es la primera citocina en
alcanzar niveles significativamente altos desde las 6 h post estimulo y llegando a
un punto mayor a las 8 h, seguido por IL-1 cuyo primer pico se observa a las 14 h
tras el estimulo con la endotoxina, sin embargo, el pico maximo alcanzado por
todas las citocinas; IL-1B, TNFa, IL-8, MIP-1 e IL-10 resulté tras 24 h de estimulo
con LPS, todas las citocinas pro-inflamatorias alcanzaron en este tiempo niveles
superiores a 2500 pg/mL, por su parte tanto IL-10 como MIP-1a también
alcanzaron su punto maximo de producciéon a las 24 h, sin embargo, su

concentracion maxima no superoé los 500 pg/mL.
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Esta prueba nos permitié definir el tiempo 6ptimo para el estimulo de los explantes
de placenta humana en cultivo y el momento indicado para recuperar el medio y
realizar las determinaciones por ELISA de cada citocina siendo este de 24 h post-

estimulo.

Escasos son los estudios que han efectuado una curva de produccion de citocinas
como la que nosotros efectuamos, sin embargo ninguno de ellos fue realizado en
explantes de placenta humana, Gravett et al. 1994 realizo un estudio en monos
Rhesus demostrando que la produccion de IL-1B, TNFa e IL-6 comienzan a
elevarse de forma significativa a las 6 h posteriores al estimulo con LPS, todas
ellas alcanzando un punto maximo a las 24 h sus resultados a pesar de no ser el
mismo modelo concuerdan con nuestros datos en la cinética de produccion de
citocinas. Boles et al. 2012 en placentas de ratas Sprague-Daeley muestra que
tras 6 h de exposicion a LPS en diferentes concentraciones (1-10 pg/mL) la
produccion de IL-6 y TNFa se ve aumentada considerablemente, Shimoya et al.
1999 en células de trofoblasto aisladas y purificadas de placentas humanas
muestra que a las 24 h de estimulo con LPS la produccién de IL-8 alcanza niveles

maximos de produccion.

En conjunto estos resultados y los que obtuvimos demuestran que la produccion
de citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias por la placenta tras el reto con
LPS comienza a partir de las 4 h post-tratamiento, a las 6 h comienzan a tomar
niveles considerablemente altos pero su maxima produccion se encuentra a las 24

h después del estimulo con LPS.

TNFa es una citocina pro-inflamatoria que es capaz de inducir efectos
pleiotrépicos en el sistema inmune, en la hemostasis de los tejidos, y en el
desarrollo del embridén. Recientemente varios estudios han confirmado que la
expresion de TNFa juega papeles en el cuerpo luteo de mujeres embarazadas
como un mediador autocrino y/o paracrino, sin embargo, altas concentraciones de
esta citocina se han encontrado en el suero de mujeres con abortos espontaneos

recurrentes (Yu et al. 2004).
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Una variedad de estudios han mostrado que, en el embarazo humano, los tejidos
de la interfase materno fetal expresan RNAm de TNFa y del receptor para TNFa,
la forma biolégicamente activa de esta citocina se han detectado en el liquido
amniotico, en el suero materno, en secreciones vaginales y en el sobrenadante de
cultivos celulares de placenta y tejido decidual. Un amplio espectro de funciones
adversas de esta citocina han sido propuestas para TNFa tanto en tejido materno
como fetal; se ha demostrado que TNFa es capaz de inhibir la proliferacién celular
del trofoblasto tanto en rata como en ratén, en humanos promueve la apoptosis
del trofoblasto (Daher et al. 1999), la administracion de TNFa en ratonas prefiadas

resulta en la interrupcion del embarazo (Makhseed et al. 2003).

En respuesta a una infeccién con una variedad de patégenos o sus productos
asociadas al inicio del trabajo de parto prematuro, los tejidos de la interfase
materno-fetal son capaces de producir esta citocina (Zaga et al. 2004). En nuestro
estudio demostramos que en respuesta a la estimulacién con LPS de explantes de
vellosidades placentarias humanas se genera un aumento en la produccion de
esta citocina, efecto que se ve revertido por el pre-tratamiento con P4 0.01 uM,
resultados similares se han observado en macrofagos de ratones, donde la accién
de la P4 es capaz de reducir la sintesis de TNFa, este efecto pudo deberse a la

inhibicion de NF-k3 mediante la expresion de IkBa (Miller y Hunt, 1998),

Un efecto analogo fue observado en epitelio amnidtico humano en el cual el pre-
tratamiento con P4 (0.01, 0.1 y 1 uyM) inhibe de manera significativa la produccién
de TNFa mediante un mecanismo que involucra la inhibicidon significativa de la
expresion de TLR-4/MyD88 (Flores-Espinosa et al. 2013).

IL-1B fue la primer citocina implicada en la patogénesis del inicio del trabajo de
parto pretérmino asociado a infeccién. Evidencia clinica y experimental sustenta
que la participacion de IL-1B incluye la estimulacion en la produccién de
prostaglandinas y la activacion de las contracciones miometriales. De igual
manera se ha comprobado que la administracion de IL-1 en animales
embarazados induce el comienzo del trabajo de parto (Romero et al. 2007). Por su

parte IL-6 es una citocina clave para la identificacion de inflamacion intra-
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amniotica, pacientes con elevados niveles de IL-6 en liquido amnidtico presentan

riesgo inminente de parto pretérmino (Chaemsaithong et al. 2015).

La estimulacién de los explantes de placenta humana con LPS demostré inducir la
produccion tanto de IL-1B como te IL-6 de forma significativa. Estas citocinas son
producidas por la placenta, y diversos tejidos de la unidad materno-fetal,
numerosas investigaciones han demostrado la presencia de RNAm y la forma
proteica de estas citocinas (Bowen et al. 2002), del mismo modo se ha
determinado la produccion tanto de IL-1B3 como de IL-6 en respuesta al estimulo
con LPS en diversos tejidos de la unidad materno-fetal como; membranas fetales
(Fortunato et al. 1996, Menon et al. 2009), y trofoblasto humano (Dudley et al.
1993).

Con el presente estudio evidenciamos que el pre-tratamiento de P4 0.01 uM/mL
demostrd reducir la produccion de estas citocinas por los explantes de placenta
humana de forma significativa, algunos trabajos han demostrado que el uso de
esta hormona tiene el mismo efecto que nosotros observamos. Un estudio
realizado en células mononucleares de sangre de cordon humano demostré que el
pre-tratamiento con P4 (10° y 10° M) fue capaz de reducir significativamente la
sintesis de IL-6 (Giannoni et al. 2011). Efecto similar fue observado en un trabajo
realizado por Su et al. 2009 en la linea celular de macrofagos murinos RAW?264.7
en la cual la P4 es capaz de inhibir la respuesta al estimulo a LPS, un estudio
realizado en explantes de arterias de la placa coridnica inducen una
sobreexpresion de IL-6, la misma que es bloqueada por el pre-tratamiento con P4
(Gotkin et al. 2006). Por otra parte muy pocas investigaciones han correlacionado
el efecto de la P4 con la produccion de IL-1B, el trabajo realizado por Butts et al.
2006 en células dendriticas derivadas de médula de rata mostré que la P4
disminuye la produccién de IL-1B8 después de la estimulacion con LPS, mismo

efecto se observé en células mononucleares por Morishita et al. 1999.

Dos marcadores de suma importancia que se han correlacionado en el comienzo
del trabajo de parto, y en especial con el trabajo de parto prematuro han sido la
quimiocina IL-8 y la metaloproteinasa de matriz (MMP)-9. IL-8 es una quimiocina
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capaz de estimular la quimiotaxis y activaciéon de neutrdéfilos y linfocitos T, esta
citocina es detectada en el liquido amnidtico en mujeres a partir del segundo
trimestre en adelante (Saji et al. 2000) su importancia como marcador de parto
prematuro resulta del hecho que la infeccion microbiana ha sido relacionada con
concentraciones elevadas de esta. Por su parte las MMPs son una familia de
enzimas capaces de degradar matriz extracelular, distinguidas por su estructura y

sustratos especificos (Vadillo-Ortega et al. 1995).

Durante el embarazo las MMPs contribuyen en el re-modelamiento/degradacion
de la matriz extracelular que conduce a la maduracion cervical, la ruptura de las
membranas fetales y finalmente la separacién de la placenta del utero materno.
Numerosos estudios han reportado cambios en los niveles séricos, de liquido
amniotico y en las membranas fetales de MMP-9 durante el parto pretérmino
(Sundrani et al. 2012).

IL-8 puede contribuir de igual forma a la maduracion cervical y la ruptura de las
membranas fetales porque es activador de colagenasas, elastasas y otras
enzimas capaces de degradar las membranas, estas enzimas derivan de
neutroéfilos, trofoblasto y decidua (Laham et al. 1999 y Kayisli et al. 2002) este
mecanismo ha sido fuertemente asociado como una causa del parto prematuro. El
utero, el cérvix, la placenta y las membranas fetales contienen colagena tipo | y I,
que representan los principales componentes de matriz extracelular, los estudios
sugieren que el remodelamiento de estas colagenas estan implicadas en el
comienzo del trabajo de parto (Koscica et al. 2007) en la cual las MMPs juegan un

papel primordial.

En este sentido la IL-8 es liberada por explantes de placenta humana y cervicales,
asi como cultivos primarios de células coriodeciduales, células de estroma
decidual y citotrofoblasto, esta citocina ha sido localizada en citotrofoblasto y
células de Hofbauer de la placenta (Laham et al. 1999) y se ha observado que la
estimulaciéon con LPS induce el aumento en la produccion de IL-8 (Menon et al.
2009). Nuestro trabajo demostré6 como la estimulacion de explantes de placenta
humana genera un incremento en la produccion tanto de IL-8 como de MMP-9
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aunque estas dos proteinas en nuestro modelo actuan de forma distinta a todos
los demas marcadores ya que a pesar de no tener el estimulo con LPS la

concentracion de ellas se encuentra elevada a diferencia de otras citocinas.

Estudios in vitro han documentado que IL-8 se comporta de manera distinta a
cualquier otra citocina evaluada, de tal manera que la expresion de IL-8 parece ser
constitutiva, como si existiera la pérdida de una sustancia inhibitoria mientras que
otras citocinas pro-inflamatorias requieren un estimulo para su produccién
(Fortunato et al. 1996). El aumento de IL-8 se correlaciona con la expresion de
MMPs especialmente MMP-9 (Kayisli et al. 2002). Con base en nuestros
resultados y los datos obtenidos por otros grupos de investigacién proponemos
que IL-8 se produce de forma constitutiva por la placenta humana, esta produccién
genera el estimulo necesario para que MMP-9 sea producida también por estas
células por esta razon los niveles que encontramos en los tejidos que no
recibieron el estimulo con LPS se encuentran elevados, en comparacién con otros

marcadores.

Nuestros datos resultan interesantes ya que el pre-tratamiento con P4 en las
distintas concentraciones logré disminuir de manera significativa la produccion de
IL-8, cabe sefalar que la concentraciéon menor (0.01 uM/mL) fue la mas efectiva
para generar este efecto, un resultado que se observé en otros marcadores pro-
inflamatorios, de igual manera las concentraciones mayores de P4 disminuyeron la
produccion de forma significativa de MMP-9, estas dos proteinas que estan
correlacionadas en su produccion parecen ser inhibidas de igual manera por la

accion de P4 en las mismas concentraciones.

Nuestros resultados se asemejan a los obtenidos en células de epitelio amnidtico
donde el co-tratamiento con P4 bloqueé la capacidad que tiene IL-13 para inducir
la produccién de IL-8 (Loudon et al. 2003), los estudios realizados en placenta
sobre la produccién de MMP-9 y la influencia de P4 en esta son nulos, sin
embargo, existen datos que demuestran el efecto de P4 sobre esta enzima; como
el observado en fibroblastos de cuello uterino de conejo en estas células la P4
logra suprimir la produccién de proMMP-9 cuando estas células fueron tratadas
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con 1uM de progesterona (Imada et al. 1997). Un estudio de doble compartimento
demostré que P4 tiene la capacidad de reducir la produccion de IL-8 y MMP-9
tanto en la region amnidtica y coriodecidual de las membranas fetales (Pineda-
Torres et al. 2014).

Otra quimiocina de interés es MIP-1a, esta citocina es responsable de la migracién
de casi la mitad de todos los monocitos y dos terceras partes de células NK, este
descubrimiento demostrd que el compartimiento fetal posee la habilidad de regular
la migracidon y activacion de células inmunes maternas, teniendo la placenta el
mayor control del medio ambiente inmunoldgico que previamente fue previsto
(Drake et al. 2002), esta citocina es practicamente indetectable en liquido
amniodtico de mujeres en el segundo trimestre del embarazo y a término pero sin
labor, en contra parte, la invasion microbiana de la cavidad amnidtica se asocia
con un aumento en la concentracién de MIP-1a tanto en parto a término como en

pretérmino (Romero et al. 1994)

Nuestro trabajo reveld que los explantes de placenta humana son capaces de
producir MIP-1a en respuesta a LPS, efecto que fue antagonizado por el pre-
tratamiento con P4 0.01 uM. Ningun estudio ha correlacionado el efecto de esta
hormona con la produccion de la quimiocina, como tampoco se ha efectuado en

placenta humana.

La primer citocina que fue considerada como un importante inmunosupresor fue
IL-10 la cual poseia la capacidad de inhibir las actividades de tipos de células
inflamatorias Th1 (Thaxton y Sharma, 2010), esta es una citocina clave que
participa en el comienzo del embarazo ya que esta involucrada en varios eventos
importantes como la formacion de la placenta, de igual manera IL-10 ejerce un
efecto protector en la unidad feto-placentaria ya que inhibe la secrecion de
citocinas pro-inflamatorias (Moreli et al. 2012). En diversos estudios el nivel de IL-
10 son significativamente altos en mujeres con embarazos exitosos, mientras que
en pacientes con recurrentes pérdidas gestacionales se ha observado que la
produccion de IL-10 es baja (Bakir et al. 2010).
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Se ha demostrado en diversos trabajos que la estimulaciéon con LPS genera un
aumento en la produccion de esta citocina, en tejidos coriodeciduales (Simpson et
al. 1998), macrofagos alveolares (Chanteux et al. 2007), tejido amnidtico
(Flores-Espinosa et al. 2014), estos resultados avalan los datos obtenidos, los
cuales muestran como el estimulo con LPS en explantes de placenta humana
incrementa la secrecion de IL-10, este efecto lo asociamos a un acto de
compensacion o equilibrio entre las citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias.
De igual manera nuestro estudio revel6 como la P4 tiene la capacidad de reducir
la secrecion de esta citocina al pre-tratar los tejidos con concentraciones bajas de
P4, comparando nuestros resultados con un modelo experimental de explantes de
arteria feto-placentaria, discrepan en el efecto de P4 sobre la sintesis de IL-10, ya
que en este modelo P4 parece no tener ningun efecto en la sintesis de IL-10
inducidos por la estimulacion con LPS.
Estos resultados nos permitirian vislumbrar que el efecto anti-inflamatorio de P4

no esta mediado a través de la accién de esta citocina (Shields et al. 2005).

Evidencia que sustenta que el comienzo del trabajo de parto es un evento
inflamatorio, continda acumulandose. Eventos inflamatorios pueden ser
observados y han sido reportados en una diversidad de tejidos como el miometrio,
cérvix, membranas fetales y sangre periférica. Este fendmeno inflamatorio ha sido
asociado fuertemente a infecciones que desencadenan una reaccion inmunolégica
pro-inflamatoria. Estas citocinas regulan la expresion de prostaglandinas que inicia
las contracciones uterinas, la dilatacion cervical y la exposicion de las membranas,
igualmente la produccion de MMPs se ve incrementada estimulando Ila
maduracion cervical y la ruptura de membranas fetales (Bastek et al. 2011)

eventos implicados en el comienzo y progresion trabajo de parto.

Utilizando nuestro modelo de explantes de vellosidades de placenta humana
demostramos como la P4 posee la capacidad de modular el ambiente inflamatorio
que este tejido genera en condiciones que simulan una infeccion aguda al ser
estimulados con LPS. Es importante senalar que al igual que otros modelos

experimentales, el nuestro presenta limitaciones, ya que este nos permitid
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observar la respuesta generada por las vellosidades placentarias exclusivamente
como una unidad funcional, mas no permite dilucidar qué poblacion celular
especifica se encarga en mayor o menor medida de generar esta respuesta. De
igual manera nuestro modelo solo puede ser aplicado a vellosidades placentarias

provenientes de mujeres sanas en edad gestacional a término.

El mecanismo por el cual P4 ejerce funciones inmunomoduladoras es actualmente
desconocido, algunos trabajos han mostrado la capacidad que tiene P4 para
inducir la produccion de IkBa (inhibidor de NF-kB), asi como se ha propuesto que
P4 unida a su receptor puede competir con NF-kB por un sitio de unién adyacente
al DNA impidiendo la expresion de genes inducidos por parte del NF-kB, de igual
manera por la competicion de co-factores esenciales para su transcripcion
modificando la produccion de citocinas (Barrera et al. 2007). Trabajos de
Raghupathy et al. 2009 Han descrito una proteina denominada Factor bloqueador
inducido por progesterona (PIBF) una proteina capaz de alterar el perfil de
secrecion de diversas citocinas por linfocitos activados, esta proteina ha tomado
relevancia como un posible modulador para proteger al feto de la respuesta

inmunoldgica generada en la unidad materno-fetal.

Tomando en cuenta nuestros resultados y los reportados por otros grupos de
trabajo queda claro que las vellosidades placentarias humanas son capaces de
responder a un estimulo infeccioso secretando diversos moduladores pro-
inflamatorios como un mecanismo de defensa inmune innata de este tejido, sin
embargo, el aumento desproporcionado de citocinas pro-inflamatorias como los
marcadores que nosotros elegimos son incompatibles con la continuidad del
embarazo al alterar el fino equilibrio inmunoldgico de la unidad materno-fetal. Por
otro lado P4 ha sido ampliamente usada en la prevencion de parto prematuro y
pérdidas gestacionales, aunque el mecanismo por el cual genera este efecto no ha
sido esclarecido completamente, se le ha atribuido a su capacidad para generar
una modulacion en la respuesta inmune, especificamente una accion anti-

inflamatoria.
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En este sentido el estudio de las acciones inmunoreguladoras de la P4 merecen
ser ampliamente estudiadas, y para ello nuestro modelo permite reproducir in vitro

un escenario patologico posible in vivo.
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10. Conclusiones

1.- En el presente trabajo se logré estandarizar un modelo experimental de
vellosidades placentarias humanas en cultivo, las cuales son funcional y

estructuralmente viables, asi como metabdlicamente activas.

2.- Las vellosidades placentarias son capaces de generar una respuesta pro-
inflamatoria ante un estimulo con LPS, situacion semejante a la que ocurriria in

Vvivo en un escenario de infeccién intrauterina durante el embarazo.

3.- La P4 posee la capacidad de generar un efecto inhibitorio en la produccion de
citocinas pro-inflamatorias, anti-inflamatorias y factores pro-degradativos

generados ante una respuesta de los explantes de placenta humana a LPS.

4.- Las vellosidades placentarias humanas pueden producir y secretar citocinas
pro-inflamatorias como IL-13, TNFa e IL-6, quimiocinas como MIP-1a e IL-8 y
factores pro-degradativos como MMP-9, esto como una respuesta inmunologica a
LPS.

5.- En una cinética en relacién al tiempo de estimulo con LPS, las vellosidades
placentarias producen en primera instancia TNF-a, seguida de las citocinas pro-
inflamatorias IL-1B e IL-8, sin embargo, la respuesta maxima generada por este

tejido se genera tras 24 h de estimulo.

6.- IL-8 es una citocina que se produce de forma constitutiva por las vellosidades

de placentas humanas a término.
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11. PERSPECTIVAS

Los resultados presentados en este trabajo demuestran un importante efecto de la
P4 sobre la respuesta inmunologica de las vellosidades placentarias humanas,
ejerciendo un efecto inmunomodulador sobre la sintesis y secrecion de citocinas
pro-inflamatorias en respuesta a un proceso infeccioso, sin embargo, es
importante realizar mas estudios para comprender completamente esta funcién de

la progesterona.

En este sentido nuestras perspectivas incluyen caracterizar el mecanismo por el
cual la progesterona ejerce este efecto inmunoregulador, mediante Ia
determinacion de las isoformas del RP que participan en el mecanismo efector,
ademas evaluar la participacion de diferentes elementos de la respuesta innata

como la regulacién de receptores tipo-Toll.
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Background: During human pregnancy, infection/inflammation represents an important factor that increases the
risk of developing preterm labor. The purpose of this study was to determine if pre-treatment with progesterone
has an immunomodulatory effect on human placenta production of endotoxin-induced inflammation and
degradation of extracellular matrix markers.

Methods: Placentas were obtained under sterile conditions from pregnancies delivered at term before the onset of
labor by cesarean section. Explants from central cotyledons of 10 human placentas were pre-treated with different
concentrations of progesterone (0.01, 01, 1.0 uM) and then stimulated with 1000 ng/mL of LPS of Escherichia coli.
Cytokines TNFa, IL-1B, IL-6, IL-8, MIP-10, IL-10 concentrations in the culture medium were then measured by specific
ELISA. Secretion profile of MMP-9 was evaluated by ELISA and zymogram. Statistical differences were determined by
one-way ANOVA followed by the appropriate ad hoc test; P <0.05 was considered statistically significant.

Results: In comparison to the explants incubated with vehicle, the LPS treatment led to a significant increase in the
level of all cytokines. In comparison to the explants treated only with LPS, pre-treatment with 0.01-1.0 uM
progesterone significantly blunted (73, 56, 56,75, 25,48 %) the secretion of TNF-a, IL-1f, IL-6, IL-8, MIP-10, IL-10,
respectively. The MMP-9 induced by LPS treatment was inhibited only with the highest concentration of
progesterone. Mifepristone (RU486)blocked the immunosuppressive effect of progesterone.

Conclusions: The present results support the concept that progesterone could be part of the compensatory
mechanism that limits the inflammation-induced cytotoxic effects associated with an infection process during
gestation.
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Background

The cervicovaginal/intrauterine infection process dur-
ing pregnancy represents a condition of extreme vul-
nerability for the mother and fetus. The immunologic
defense process induces a pro-inflammatory environ-
ment that jeopardizes/disrupts the immune privilege of
the intrauterine cavity.

There is evidence that almost 30 % of women with
preterm labor have microbial invasion or inflammation
of the amniotic cavity [1, 2]; this condition induces un-
controlled production and increase of Thl cytokines
such as interleukin (IL)-1f, tumor necrosis factor
(TNF)a, and IL-6 that alter the intra-amniotic milieu,
leading to disruption of fetal tolerance [3].

Evidence supports the existence of a strong relation
between the microorganisms that reach the amniotic
cavity from the vagina and bacteria identified in the fetal
circulation of premature neonates [4]. In this adverse
scenario, the placenta represents a physical barrier that
protects the product.

The placenta allows for the diffusion of nutrients and
oxygen from the maternal blood to the fetal blood;
therefore, this tissue is key in the immune-endocrine
relationship between mother and fetus, creating an
immune tolerance that permits their co-existence along
40 weeks.

From the 7th week of gestation, the placenta takes
over steroid production and becomes the main source of
steroid hormone until the end of pregnancy [S5]. Proges-
terone (P4) is a steroid hormone that modulates/regu-
lates different biological processes in a broad range of
tissues, its action is essential in different reproductive
events, such as ovulation, uterine and mammary gland
development. Its function is essential during the estab-
lishment and maintenance of pregnancy and the onset
of labor.

Both clinical and experimental data support the con-
cept that normal pregnancy is a Th-2-like phenomenon.
It is now evident that the protection of the fetus against
a harmful maternal immune response is based on a
complicated mechanism, and the communication be-
tween the various steps in the cascade of events is ac-
complished via cytokines.

Cytokines have been shown to affect the outcome of
pregnancy, several pro-inflammatory cytokines, including
TNF-a, IL-1pB, IL-6, have been implicated in the onset of
spontaneous preterm labor [6-9]. The biological signifi-
cance of this immunologic response includes deep alter-
ations in the maternal immune system, as well as the
establishment of a fetal inflammatory response syndrome
that has been described in preterm birth and is strongly
associated with an adverse perinatal outcome [10—12].

The toxic effects of inflammation lie in the well-
known fact that a strong cellular anti-fetal response is

deleterious for pregnancy. Under these pathological
conditions, the maternal-fetal unit displays compensa-
tory mechanisms that limit partially the effects of pro-
inflammation and privilege the continuity of gestation.

Among its multiple functions, P4 elicits immune-
modulatory effects creating a suitable immune environ-
ment. Although the mechanism of action has not been
completely characterized, experimental and clinical evi-
dence indicates that P4 elicits anti-inflammatory proper-
ties. Likewise, there is evidence to support that prevention
of the pro-inflammatory process by this hormone may be
exerted through modulation of the host immune response
[13—15].

The present work was conducted to determine whether
P4 could modulate the secretion of TNFa, IL-1f, IL-6, IL-
8, IL-10, and matrix metalloproteinase (MMP)-9 in
explants of human placentas.

Methods

Reagents

Progesterone (4-pregnene-3, 20-dione), LPS (from Esche
richia coli 055:B5), and RU486 (mifepristone) were pur-
chased from Sigma (St Louis, MO, USA).

Biological samples

The present project was approved by both the Human Eth-
ical and Research Committees of the Instituto Nacional de
Perinatologia “Isidro Espinosa de los Reyes” (INPer IER-
212250-06161) in Mexico City.

Ten placentas were collected from healthy women,
21-35 years, with normal, uncomplicated, singleton
pregnancies, who underwent elective cesarean section at
term (37-39 weeks of pregnancy) with no evidence of
active labor, cervical dilatation or loss of mucus plug.

Written informed consents were obtained from all
participants, their care was provided at the obstetrics
outpatient service of the INPer IER. Patients with ante-
cedents of cervicovaginal infection, chronic hyperten-
sion, diabetes mellitus, cardiac or renal insufficiency, or
other systemic illnesses were no included in this study.

Immediately after delivery, microbial analyses were
conducted to preclude the presence of chorioamniotic
infection. Sterile swabs were randomly rolled across se-
lected areas of the placenta. The swabs were then rolled
onto Columbia agar with 5 % sheep blood, used as a
primary isolation medium for fastidious and non-
fastidious aerobic microorganisms. Appropriate selective
media were used to detect specific pathogens and only
infection-free membranes were used for this study.

Explants of the placenta were transported to the
laboratory in sterile Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM; Gibco, Life Technologies, CA, USA) supple-
mented with 100 U/mL penicillin and 100 pg/mL
streptomycin (Gibco). Tissues were manipulated under



sterile conditions. Two central cotyledons were dissected,
once the decidua of the chorion laeve had been removed,
3 explants of 1 cm® were cultured in each well of a 12-
well tissue culture plate with 2 mL of DMEM (GIBCO)
without phenol red and supplemented with heat-
inactivated and hormone-free 10 % fetal calf serum. Then,
1 mM sodium pyruvate and 1X antibiotic-antimycotic so-
lution (100 U/mL penicillin, 100 pg/mL streptomycin, and
2.5 pg/mL amphotericin) were added to each well. The ex-
plants were incubated under 5 % CO,/ 95 %air at 37 °C.

Validation of placenta explants culture

To warrant that the explants were metabolically active,
their viability was determined by a colorimetric assay
using tetrazolium salts added to the culture medium
(Boehringer Mannheim, Germany). The assay was per-
formed every 24 h of culture over 4 days (data not shown).
To explore the secretion profile of different analytes, a
time-response curve was also performed (data not shown)

Treatment of placenta explants

The first 24 h of culture, the explants were incubated in
absence (basal control plus vehicle [0.01 % ethanol]) and
presence of three different concentrations (1.0 pM,
0.1 uM, and 0.01 pM) of P4 for 24 h; after this time,
fresh medium was added including co-stimulations with
1000 ng/ml of LPS plus 0.01, 0.1, and 1 uM of P4. An-
other set of experiments was included, co-incubating the
explants with LPS plus the highest concentration of P4
and RU-486 (100 uM), controls with LPS, P4, or RU-486
were also included.

Cytokines quantitation by ELISA

The concentrations of TNFa, IL-1f8, IL-6, IL-§, MIPla,
IL-10, and MMP-9 (R&D Systems, Minneapolis, MN,
USA) present in cell culture supernatants were deter-
mined by sandwich ELISA, using human specific duo-set
kits according to manufacturer’s instructions.

To coat the plates, the following capture anti-human
antibodies (hAbs) were used: anti-human hAb TNFa
(4 pg/mL), anti-human hAb IL-1f (4 pg/mL), anti-
human hAb IL-6 (2 pg/mL), anti-human hAb IL-8
(0.5 pg/mL), anti-human hAb MIP-la (0.4 pg/mL), anti-
human hAb IL-10 (2 pg/mL), anti MMP-9 (1 pg/mL).

For the TNF-a assay, a standard curve was developed
from 0.5 to 10 ng/mL with a sensitivity of 0.2 ng/mL; for
the IL-1B assay, from 3.00 to 250 pg/mL; for the IL-6
assay, the curve was linear from 0.5 to 10 ng/mL with a
sensitivity of 0.2 ng/mL; for IL-8, the curve was devel-
oped from 15.6 to 1000 pg/mL with sensitivity of 10 pg/
mL; for MIP-la, the curve was developed from 7.4 to
1000 pg/mL; and for IL-10, from 31.25 to 2000 pg/mL
with a sensitivity of 10 pg/mL. The MMP-9 curve was
performed from 31.2 to 2500 pg/mL.

Zymography

SDS-polyacrylamide gels (9 %) co-polymerized with por-
cine gelatin (1 mg/mL) were prepared according to the
standard methods previously described by [16]. Briefly,
5 pg of each supernatant and tissue lysate sample were
loaded into each well under non-denaturing conditions
and run under a constant current (10 mA) for 1.6 h;
then, gels were washed in 2.5 % Triton X-100 for 0.5 h
and incubated overnight at 37 °C in an activation buffer
(50 mM Tris pH 7.4, 0.15 M NaCl, 20 mM CaCl,, and
0.02 % NaNj3). Gels were stained with 0.1 % R-250 bril-
liant blue (Boehringer Manheim, IN, USA); 1 pg of con-
ditioned medium from U-937 promyelocyte cells was
used in each gel as an indicator of activity.

Statistical analyses

Descriptive statistics (mean, standard deviation, standard
error, median, and range) were obtained for each vari-
able. Data distribution was tested for normality using
Kolmogorov-Smirnoff and Shapiro-Wilks tests. When
distribution was normal, Student’s t-test was used to
analyze for differences among groups. Man-Whitney's U
test was used when data were not normally distributed;
a P <0.05 was considered statistically significant.

Results

With the aim of standardizing our experimental model,
we decided to perform a viability assay to demonstrate
that the metabolic viability of the placenta explants
remained without significant changes along the four
days. Taking into account the results obtained from the
time-course curve, the LPS-induced cytokines secretion
was maximal at 24 h after stimulation (data not shown).

Once concluded the co-stimulations with LPS and P4,
we evaluated the secretion patterns of all analytes in the
culture medium. Data are presented as mean + SEM
from 10 separate experiments performed in triplicate.

Stimulation with LPS enhanced IL-1p secretion 26-
times in comparison to basal level (53.0 +29.6 pg/g of
tissue) and the co-stimulation with 0.1 pmol/L P4
blunted by 56 % this level (606.2 £ 110.9 pg/g of tissue).
This effect was reverted by adding the anti-progestin
RU486 (1710.85 £ 193.35 pg/g of tissue) (Fig. 1).

In comparison to the basal level of TNFa (224.15+
26.2 pg/g of tissue), the culture of placenta explants with
1000 ng/ml LPS induced a significant increase (1912.73 +
45725 pg/g of tissue) equivalent to 8-times. The co-
addition of P4 (0.01 uM) decreased TNFo by 73 %, an ef-
fect that was blocked with 100 uM RU486 (1961.7 +
351.92 pg/g of tissue) (Fig. 2).

Basal IL-6 level of the explants was 15,357 £ 4118 pg/g
of tissue, stimulation with LPS increased it 4.8-times
(74,110 £ 10,154 pg/g of tissue), treatment with P4



Fig. 1 Invitro secretion profile of IL-1p in human placental explants. IL-1f was measured by ELISA in the cultured medium in the basal condition
and with different treatments. Data represent 10 independent experiments+ S.EM., performed in triplicate P< 0.05 * versus control; & versus
LPS treatment

inhibited the LPS-induced increase in 55.9 % (32,638 = concentrations of P4 inhibited IL-8 (Fig. 4), however
16,336 pg/g of tissue) (Fig. 3). MIP-10. was only inhibited by 0.01 uM of P4 (Fig. 5).
After stimulation with the bacterial endotoxin, the The secretion pattern of IL-10 was also modified after
chemokines IL-8 and MIP1-a increased 7-fold (36,451 4+  stimulation with LPS (381.5+60.21 pg/g of tissue),
2538.6 pg/g of tissue) and 5-fold (766.65 + 87.34 pg/g of  which represents 21-times the basal level (17.87=+
tissue), respectively. Co-stimulation with the three  11.57 pg/g of tissue). The effect of the endotoxin was
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Fig. 2 Invitro secretion profile of TNFo in human placental explants. TNFa was measured by ELISA in the cultured medium in the basal condition
and with different treatments. Data represent 10 independent experiments+ S.EM., performed in triplicate P< 0.05 * versus control; & versus LPS
treatment; O versus 1 uM P4 treatment
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Fig. 3 In vitro secretion profile of [L-6 in human placental explants. IL-6 was measured by ELISA in the cultured medium in the basal condition
and with different treatments. Data represent 10 independent experiments + S.EM., performed in triplicate P <0.05 * versus control; § versus
LPS treatment

Fig. 4 In vitro secretion profile of IL-§ in human placental explants. IL-§ was measured by ELISA in the cultured medium in the basal condition
and with different treatments. Data represent 10 independent experiments+ SEM., performed in triplicate. P<0.05 * versus control; § versus

LPS treatment
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Fig. 5 In vitro secretion profile of MIP-la in human placental explants. MIP-lo. was measured by ELISA in the cultured medium in the basal condition
and with different treatments. Data represent 10 independent experiments + S.EM, performed in triplicate. P < 0.05 * versus control; & versus LPS

inhibited in a significant way when the explants were
co-stimulated with 0.01 uM of P4 (197.33 +44.49 pg/g
of tissue) (Fig. 6).

In comparison to the level of MMP-9 when the same
explants were only stimulated with the endotoxin
(16,802.6 + 1672.0 pg/g of tissue), the co-stimulation of
explants with 1000 ng/mL of LPS and 0.1 uM of P4
blunted the level of MMP-9 (11,392 +976 pg/g of tis-
sue), the equivalent to 1.3 times (Fig. 7a); the gelatinase
activity profile shown in the zymogram supports this
finding (Fig. 7b).

Discussion

Successful pregnancy is the result of different immune-
endocrine strategies that permit the co-existence of
mother and fetus. Based on clinical, experimental and
epidemiological evidence, the inflammation associated
with an infection process can be considered as one of the
most important causes of preterm labor. The mother-
fetus co-existence can be compromised if the maternal-
fetal milieu is modified by pro-inflammatory modulators
that can exert strong effects on the conceptus.

Under exceptional conditions, such as infection, the
maternal-fetal unit displays a set of compensatory mech-
anisms that could eventually limit —partially— damage,
and thereby privilege the continuity of pregnancy. One
of these mechanisms includes the immunomodulatory
effects of P4, considered a key factor in the regulation of

the Th1/Th2 balance required to maintain the immune
privilege.

On the other hand, an important body of evidence in-
dicates that the placenta is a source of proinflammatory
cytokines, such as IL-1B, TNFa, IL-6, which are secreted
under basal conditions and in response to different kind
of immunologic stimulus [17].

The present results indicate that the stimulation of ex-
plants of human villous placenta with LPS increased sig-
nificantly the level of IL-1pB, this cytokine by itself can
induce deep changes in the fetal-maternal unit creating
conditions incompatible with gestation continuity [18].
Our results are also supported by previous evidence in-
dicating that the chorion of fetal membranes, a region
rich in trophoblasts, is the principal source of IL-1f
when stimulated selectively with different pathogens as-
sociated with preterm labor, including E. coli [19], Group
B Streptococcus [20], and Gardnerella vaginalis [21].

In the human term and preterm placenta, IL-1B is se-
creted basally and after perfusion with LPS of epithelial
cells of the amnion, chorion, syncytiotrophoblasts, and
stromal cells of villous tissue and the decidua [22]. Fur-
thermore, evidence from animal models support that ele-
vation of IL-1p in the fetal-maternal environment may be
an important factor in the pathogenesis of preterm labor
associated with intra-amniotic infection [23, 24].

Herein, we demonstrated that pre-stimulation with P4
reduces the secretion of IL-1p induced by the LPS; these
results are concurrent with evidence generated in related
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Fig. 6 In vitro secretion profile of IL-10 in human placental explants. IL-10 was measured by ELISA in the cultured medium in the basal condition
and with different treatments. Data represent 10 independent experiments + S.EM., performed in triplicate P < 0.05 * versus control; & versus LPS
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tissues, such as the amnion epithelium [25], and in a
model of choriodecidual infection [26].

Studies done with lymphocytes isolated from women
with recurrent miscarriage indicate that dydrogesterone
inhibits the production of INF-', TNFa, IL-4, and IL-6
modifying the Thl/Th2 ratio [27]. Furthermore, at a
concentration similar to that found in umbilical cord
blood, P4 inhibits cytokine production by cord blood
mononuclear cells [28].

TNFa is a key cytokine in the proinflammatory re-

sponse of the fetal-placental unit under normal and
pathological conditions, its concentration has been
found elevated in the amniotic fluid of patients with

intra-amniotic infection and preterm labor [29].

There is evidence that TNFa is powerful enough to
potentiate other inflammatory modulators and to induce
preterm labor, fetal injury, and histological chorioamnio-
nitis in a nonhuman primate model [30]. As expected, in
our model, TNFa was secreted by explants after stimula-
tion with LPS, which has been previously reported in
different experimental models [23, 31].

On the other hand, P4 is able to inhibit the secretion
and toxic effects of infection-induced TNF-a in both
fetal mononuclear cells isolated from umbilical cord
blood and peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)
from women with unexplained recurrent miscarriage
[27], as well as in human monocytes stimulated with
heat-killed Escherichia coli or Ureaplasma urealyticum

[32], and in human fetal membranes that are also sensi-
tive to the immunomodulatory effects of P4 [25, 26].

In this work, we also demonstrate that the inhibition
of TNF-a by P4 is blocked by RU-486, which suggests
that P4 could be acting through both the progesterone
receptor (PR) [33-35] and the glucocorticoid receptor
(GR) [36, 37], which are present in the human placenta.

Clinical and experimental evidence supports that ele-
vated early second-trimester amniotic fluid IL-6 levels
are associated with preterm delivery and can be used as
an intrauterine inflammation predictor [38, 39].

Stimulation of explants of placenta with LPS increased
IL-6 secretion, and pre-stimulation with P4 impacted
the placenta explants inhibiting this effect. The capacity
of P4 to limit the secretion of IL-6 has been reported in
reproductive tissues such as whole human fetal mem-
branes [26], amnion epithelium [25], myometrium [40],
and human uterine cervical fibroblasts [41].

To create a more competitive/effective immune re-
sponse in the fetal-placental unit undergoing an infec-
tious process, the secretion of chemokines, such as IL-8
and MIP-1a, can attract immune cells that support and
enhance the response.

During chorioamnionitis, IL-8 is indispensable in the
process of neutrophil infiltration of the decidua [42].
Additional evidence supports that stimulation of human
placental multipotent mesenchymal stromal cells with
LPS induces the secretion of IL-8, which has been
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ascribed a potent role in both neutrophil chemotaxis
and reduction of neutrophil apoptosis [43].

Using an in vitro culture system in which human um-
bilical vein endothelial cells constitutively express hu-
man PR, Goddard et al. demonstrated that P4 can
inhibit the secretion of IL-6, IL-8, CXCL2/3, and CXCLI
induced by LPS [44].

Regarding MIP-1a, there is evidence indicating that
this chemokine is produced by trophoblast cells in hu-
man placenta [45]; however, it is undetectable in most
amniotic fluids from patients in the mid-trimester of
pregnancy and at term not in labor [46]. The concentra-
tion of MIP-la correlates with IL-8 and both chemo-
kines increase in the amniotic fluid during microbial
invasion of the amniotic cavity [46] and in human fetal
membranes during labor [47].

Herein we report the induction of MIP-1a after stimu-
lation with LPS, which has been previously reported in
human PBMCs [48, 49]. On the other hand, although
there is no information about the effect of P4 on MIP-

la regulation; evidence from other experimental models
supports that MIP-la secreted by CD8+ T lymphocytes
is blunted by this steroid hormone [50]. Additionally, it
has been reported that the expression of this chemokine
can be inhibited also by the treatment of human mono-
cytes and alveolar macrophages with corticosteroids [51].

A key mechanism that modulates the immune equilib-
rium during pregnancy is IL-10, a cytokine with anti-
inflammatory properties that plays pivotal roles in
immune recognition and maintenance of gestation, lim-
iting the harmful effects of proinflammatory modulators.
IL-10 is produced by immune cells such as T cells, B
cells, and macrophages [52-54], as well as by maternal
and fetal tissues including the human chorion, the de-
cidua, and the placenta [55—61].

The placenta is an essential tissue for IL-10’s contribu-
tion to the maternal-fetal unit, additionally to its role as
an immunomodulatory factor, IL-10 is also an important
mediator in placental growth and remodeling; changes
in its production profile have been associated with labor



[62]. The capacity of IL-10 to limit the cytotoxic effects
of inflammation is evidenced by the diminution of its
concentration associated with labor [63].

The production of IL-10 can be modulated by different
stimuli, including proinflammatory cytokines and bacter-
ial products, as well as different pathogens associated
with intrauterine infections [64]. Experimental evidence
suggests that the choriodecidual region of the fetal
membranes is the principal source of this cytokine and
stimulation with E. coli increases IL-10 [19].

As expected, the present study demonstrates that LPS
stimulation induced a significant increase of IL-10,
which was dampened by the co-stimulation with P4.
The explanation for these results could be controversial.
A previous study demonstrated that P4 inhibits the LPS-
induced pro-inflammation in a model of choriodecidual
infection [26]; however, there is another study in which
co-stimulation of fetoplacental artery explants with P4
did not inhibit the LPS-induced IL-10 secretion [65].
These latter results agree with results published by Olmos-
Ortiz et al. [66], who demonstrated that IL-10 inhibits
placental antimicrobial peptides that, eventually, could
modify the entire innate response of the placenta [66].

Stimulation of PBMC from women with recurrent
miscarriage with P4 did not modify the secretion profile
of IL-10 [27]. These results are not concurrent with clin-
ical studies that demonstrate that dydrogesterone treat-
ment of patients with threatened preterm delivery
induces the increase of IL-10 in serum, which is associ-
ated with increased length of gestation [67]; in turn, sup-
porting the association between high levels of IL-10 and
successful pregnancy.

Once the inflammation modulators are secreted in re-
sponse to an immunological/infectious stimulus, cyto-
kines such as IL-18, TNFa, and IL-6 induce the
synthesis and secretion of effector modulators, such as
MMP-9, which can degrade type IV collagen and gelatin,
which are essential in the structure of different tissues of
the fetal-placental unit [16, 68].

Many observations suggest that alteration of the equi-
librium between the synthesis and degradation of extra-
cellular matrix is a mechanism through which the
structural continuity and function are deeply modified
during labor under normal and pathological conditions.

In the present study, we demonstrated that the stimu-
lation of placenta explants with LPS induces the increase
of MMP-9, this finding is concurrent with evidence ob-
tained from human fetal membranes stimulated with dif-
ferent pathogens [69, 70], supporting that this enzyme is
part of the response against different pathogens includ-
ing Candida albicans. Additionally, clinical evidence
supports that MMP-9 is an enzyme that increases in the
amniotic fluid of women with preterm labor and sus-
pected intra-amniotic infection [71].

Our results show that the pre-stimulation of explants
with the highest concentration of P4 inhibits the LPS-
induced MMP-9. This could be partially explained by the
evidence supporting that different proinflammatory cyto-
kines can induce expression of MMP-9, this cumulative
effect impacts the expression of this enzyme by the tissue
and a more potent stimulus with P4 than used for inhib-
ition of cytokines is required to induce its inhibition [72].

In this context, previous experimental evidence dem-
onstrated that P4 inhibits other MMPs in term decidual
cells, such as MMP-1 and MMP-3 [73] that are key ele-
ments during labor, and suppresses the production of
pro-MMP-9 induced by IL-la in rabbit uterine cervical
fibroblasts [74].

Experimental and clinical evidence indicates that
microbial-induced preterm labor is mediated by an in-
flammatory process; microorganisms and their products
are sensed by pattern recognition receptors, such as
Toll-like receptors (TLRs), which induce the production
of chemokines (e.g., IL-8 and C-C motif ligand 2
[CCL”]), cytokines (e.g., IL-1p and TNF), prostaglandins,
and proteases leading to activation of the common par-
turition pathway [75—77].

The anti-inflammatory effect of P4 might be exerted
through the modulation of immune innate factors, spe-
cifically the (TLR)-4, which is constitutively expressed by
the human placenta during gestation [78] and is critical
for a host inflammatory response to Gram-negative
organisms.

Reports from a murine experimental model support
that pre-treatment with MPA decreases the LPS-induced
up-regulation of TLR-4 mRNA in the cervix and pla-
centa [79]; additionally, stimulation of the human am-
nion with P4 blunts the inflammation induced by LPS
through the inhibition of expression and activation of
TLR-4/MyD88 [25]. A similar mechanism could be
exerted in the human placenta, however, more studies
are required to understand the complexity of signals
turned on by this tissue during a scenario complicated
by an infectious process.

The effect of P4 described herein supports the concept
that the immune-endocrine regulation is key in the main-
tenance of the immune privilege of the fetal-placental unit.
We propose that, under in vivo conditions, P4 can be a
mechanism that could limit —partially— the deleterious ef-
fects of inflammation. However, its therapeutic use can
only be attempted after finding equilibrium between the
“protective” anti-inflammatory action and a possible dele-
terious effect when a strong response against infection is
required.

Conclusion
In summary, results show that P4 reduces the secretion
of pro-inflammatory cytokines IL-1B, TNF-o and IL-6,



chemokines MIP1o and IL-8, the anti-inflammatory IL-
10 as well as the MMP-9. These data suggest that P4 in
the placental-fetal unit can be part of an immunomodu-
latory mechanism that can limit —partially— the deleteri-
ous effects of these modulators.
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