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RESUMEN

Una de las causas que dirigen el parto pre-término es el desarrollo de un proceso infeccioso
intrauterino causado por patogenos que alteran el equilibrio inmunolédgico, induciendo la
accion de distintos elementos inflamatorios que modifican profundamente la estructura y
funcion de tejidos maternos y fetales comprometiendo la continuidad del embarazo
promoviendo el inicio del trabajo de parto antes de la semana 37, por lo que constituyen un
serio problema en términos de morbilidad y mortalidad neonatal, discapacidad y costo
social.

Se ha demostrado que subpoblaciones de leucocitos son atraidos a los tejidos feto-
placentarios, condicionando de esta forma el microambiente local e incrementando la
secrecion de moduladores pro-inflamatorios que actiian sobre los tejidos gestacionales.

Por otro lado se ha demostrado que la hormona esteroide progesterona (P4) es capaz de
inducir efectos inmuno-protectores que pueden atenuar los efectos de moléculas pro-
inflamatorias, el mecanismo mediante el cual esto sucede no ha sido completamente
dilucidado.

En esta investigacion el objetivo fue caracterizar la secrecion de citocinas pro-
inflamatorias, anti-inflamatorias y degradativas en cultivos de cé€lulas mononucleares de
sangre intervellosa (CMSI) estimuladas con lipopolisacaridos (LPS) y co-tratadas con
diferentes concentraciones de P4.

A las 48 horas los medios fueron recuperados y centrifugados para separar a las células
centrifugacion, las citocinas IL-1p, TNF-a, IL-6, IL-8, MIP-1a, IL-10 y MMP-9 fueron
medidas usando ELISA

Para aislar a las CMSI se utiliz6 sangre de la placenta obtenida por cesarea de mujeres con
edad gestacional a término (37-39 semanas) sin evidencia de trabajo de parto y sin
antecedentes de infeccion o padecimientos cronicos. Las células fueron pre-tratadas con P4
(1, 0.1, 0.01uM) durante 24 horas y posteriormente co-tratadas con LPS durante otras 24
horas (500ng/mL).

El co-tratamiento con 1uM de P4 logro inhibir de forma significativa el nivel de IL-1p
(54%) mientras que P4 0.1uM fue el mas efectivo al inhibir TNF-a de forma significativa
(68.1%), P4 0.01uM fue el mas efectivo para IL-6 (35.7%).

En el caso de quimiocinas IL-8 fue inhibido de forma significativa por las 3
concentraciones de P4 (media de 37.51%) y P4 0.01uM fue la concentracion més efectiva
para inhibir MIP-1a (44.5%).

P4 no altero de forma significativa a IL-10 sin embargo se observo un incremento de 70%
con P4 1uM comparado con el control.
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Los pre-tratamientos de P4 no afectaron de forma significativa a MMP-9, sin embargo se
observé que la concentracion de 0.01puM logré inhibir el efecto del LPS (51%).

En un futuro, la caracterizacion del mecanismo de reconocimiento especifico de los
patogenos y el efecto de la P4 sobre este, permitird comprender parte de las competencias
inmunolégicas de los tejidos gestacionales y las células profesionales del sistema inmune
que permiten la coexistencia entre los mecanismos de defensa y los de compensacion
inmunoendocrina que permiten continuar con el embarazo.
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1. INTRODUCCION

En el embarazo el sistema inmune de la madre se encuentra en contacto con antigenos
fetales por lo que es indispensable que se establezcan una serie de mecanismos conjuntos
que permitan crear un ambiente de tolerancia inmunoldgica sin comprometer los
mecanismos de defensa maternos que garanticen el desarrollo del producto (Thellin, 2003).

A principios del siglo XX el genetista Clarence Cook Little (1924) propuso que para evitar
el rechazo del embrion, este “debia” carecer de caracteristicas fisiologicas definitivas

(Kjersti et al., 2006).

En 1953 Peter Medawar plante6 una serie de 4 hipotesis que sentaron las bases iniciales

para explicar la relacion inmunoldgica de la madre y el producto:

1) La “inmadurez antigénica” de los tejidos fetales

2) Una respuesta inmune materna “debilitada”

3) El ttero como sitio inmuno-privilegiado, y

4) La creacion de una barrera inmunoldgica por parte de la placenta (Billington W,
2003)

Actualmente, las evidencias clinicas y experimentales con las que contamos han permitido
comprender de manera mas integral la profunda y estrecha relacion que se establece entre la
madre y el producto, entendiendo, que el embarazo no equivale a un estado “inerte” del
sistema inmune de la madre si no a un estado alterado de su competencia inmune. (Pavon et

al., 2016).

La estrecha relacion entre los sistemas inmunes del binomio madre-feto sustentan la teoria
de que su coexistencia no puede ser explicada por un mecanismo aislado, sino que es el
resultado de varias adaptaciones como la formacion de la placenta, un 6rgano altamente

especializado que se constituye como la interfase entre la madre y el embridon/feto y que
1



realiza una serie de funciones tales como el anclaje del feto a la pared uterina, el
intercambio O2/CO2, aporte de nutrientes y remocion de los productos de desecho, sintesis

y secrecion de hormonas esteroides, factores de crecimiento y moduladores inmunologicos.

Una particularidad de este tejido consiste en la estrecha relacion entre los diferentes tipos
de trofoblastos -la unidad funcional de la placenta- que se encuentran en contacto directo
con la sangre materna que este tejido alberga. Este punto de contacto supone un cambio en
el perfil inmunolégico de las células inmunes profesionales maternas que estan radicadas en

la sangre (Piccinni, 2006).

Tomando en cuenta lo anterior las caracteristicas y propiedades inmunes de las células
mononucleares reclutadas al espacio intervelloso de la placenta forman parte de las
estrategias que el sistema materno adopta para permitir el desarrollo del embarazo. Estas
poblaciones celulares son susceptibles de modulacion inmunoendocrina y su respuesta a

¢ésta es clave para la continuidad exitosa del embarazo.

1.1. ESTABLECIMIENTO DEL PRIVILEGIO INMUNOLOGICO DURANTE EL
EMBARAZO

1.1.1. Tejidos extra-embrionarios

Desde el punto de vista inmunolégico el feto debe ser considerado como un semialoinjerto
ya que el 50% de los antigenos que expresa son de origen paterno (Thellin et al., 2000).

Como ya se menciond anteriormente, las adaptaciones anatdmicas como las proporcionadas
por los tejidos extra-embrionarios incluyen, la separacion de los torrentes sanguineos por el
espacio intervelloso de la placenta y la delimitacion de la cavidad amnidtica por parte de las

membranas fetales.



En el humano la placentacion es del tipo hemocorial lo que béasicamente significa que las
vellosidades coriales flotan libremente en la camara hematica en contacto con la sangre
materna y el proceso de invasion de las arterias placentarias incluye la destruccion del

endotelio vascular materno (Benirschke et al., 2006).

1.1.2. Cambios en las poblaciones celulares inmunes del utero.

Un cambio clave durante la gestacion consiste en que el sistema inmune innato toma el
control inmunolégico de la cavidad uterina en el sitio de implantacion y después en la
decidua. Las células T y células B, claves del sistema adaptativo estan presentes en una
mucho menor proporcion comparadas con la poblacion de células asesinas naturales (NK

del inglés “Natural Killer Cells”) del sistema innato (King et al., 1998).

En la decidua 70% de los leucocitos infiltrados (CD45+) son células NK con un fenotipo
CD56™" CD16 esta poblacion es preponderante durante los dos primeros trimestres (hasta

la semana 25) y después desaparecen.

Las NK coexisten con macréfagos que representan entre el 10 y 20% de los leucocitos y
una poblacion minima de células dendriticas (2-4%). La poblacion de células T constituye
el 14% del total de células inmunes y los linfocitos B estdn practicamente ausentes

(Moffett-King et al., 2002).

1.1.3. Expresion de HLA-G.

El trofoblasto produce factores solubles con propiedades inmunosupresoras tales como el
antigeno leucocitario humano HLA-G y HLA-E clase Ib, los cuales actian como moléculas
tolerogénicas que ejercen efectos sobre el perfil de citotoxicidad de las diferentes
poblaciones inmunes del ttero. Los leucocitos uterinos son altamente receptivos para estas

moléculas, las células asesinas naturales del utero (uUNK) expresan sobre sus membranas los

3



receptores inhibidores LILRB (leukocyte innmuno globulin like receptors) que puede unir a

HLA-G y los receptores CD94/NKG que unen a HLA-G (Hunt, 2006)

Los macrofagos, las células dendriticas y los escasos T CD8+ también expresan LILRBI1
y LILRB2 en diferentes proporciones y perfiles y son también blanco de la accién de HLA-
G (Morales et al., 2003)

La molécula HLA-C tiene la capacidad de interactuar con células NK uterinas que secretan
factores de crecimiento angiogénicos para promover su invasion hacia las arterias espirales

(Carter, 2011).

1.1.4. Expresion de indolamina 2,3-dioxygenasa (IDO)

Se ha demostrado que IDO tiene efectos inmunomoduladores en células T al catalizar las
reservas locales de L-triptofano un aminoécido esencial para su funcidén y proliferacion
ademas la carencia de triptofano provoca la formacion de tRNA carente de triptofano lo que
activa una ruta de estrés en la que el tRNA se une a una GCN2 (del inglés “General Control
Non Depressible” 2) y provoca la fosforilacién del factor de transcripcion EIF2a. Como
resultado, se genera una activacion elevada de NF-kf3, CHOP, el receptor de interferon y
(IFN-y) y una producciéon disminuida de interleucina 6 (IL-6) ademds, IDO provocara la
diferenciacion de células T reguladoras (Treg) CD4+ CD25+ FOXP3+. Los metabolitos de
triptofano son toxicos para CD8+ y células CD4 Thl, pero no para las Th2, ademas la
kinurenina incrementa la produccion de IL-6 a través del receptor EIF2a, lo que permite a
IDO mantener un equilibrio entre la activacion inmune y la supresion cuando sea necesario.
Existe evidencia que la expresion de IDO es mayor en el trofoblasto y membranas fetales,
por lo que puede tener un efecto directo sobre las células inmunes ubicadas en la decidua

(Kudo et al. 2013).



1.1.5. Balance Th1/ Th2

Una consideracion clave en el establecimiento de condiciones inmunoldgicamente
tolerogénicas para el producto es el establecimiento de un equilibrio entre los moduladores

pro- y anti-inflamatorios que son secretados por los tejidos maternos y fetales.

Los conceptos iniciales sustentaban que durante el embarazo, el perfil Thl [(IL-1B, IL-12,
IL-15, IFN-y, factor de necrosis tumoral B (TNF-B) y (TNF-a)] era completamente
suprimido; sin embargo, en el humano este concepto se ha adaptado para entender que si
bien en el sistema inmune de la madre predominan los linfocitos con perfil Th2 (TGF-p,
IL-4, IL-5, IL-6 1L-10, IL-13) (Saito et al., 1999; Piao et al., 2012), los Thl son solo parcial
y temporalmente suprimidos (McCracken et al., 2007).

El paradigma clasico sobre el equilibrio Th1/Th2 fue recientemente expandido por el
descubrimiento de la poblacion Th17 que tiene un perfil similar a los Thl que incluye la de
IL-17A, IL-17F, 1IL-21 e IL-22 que son claves en los mecanismos de respuesta y
proteccion de las mucosas durante procesos de infeccion con bacterias y hongos (Khader
2010).

Si bien Thl, Th2 y Thl17 forman parte clave de los mecanismos de inmunidad de
proteccion, otra poblacion identificada con la gestacion, los Treg CD4" CD25", son claves
en la regulacion de los mecanismos tolerogénicos entre otras razones porque pueden
suprimir la activacion y proliferacion de células NK (Song and Yichao, 2014) y porque la
principal citocina secretada por los Treg es IL-10, capaz de ejercer efectos autdcrinos y
paracrinos en toda la unidad feto-placentaria y cuya capacidad de inhibir la sintesis y
secrecion de IL-1B3, TNFa, IL-6 e IL-12 le confiere un papel clave en el mantenimiento del

privilegio inmunologico (Sheng y Sharma, 2014).



1.1.6. Progesterona

Entre los eventos tempranos que promueven la tolerancia de la gestacion esta la sintesis y
secrecion de P4, una hormona inmunosupresora que es producida en el ovario durante la
fase secretoria del ciclo menstrual y durante las primeras etapas del embarazo, representa el

primer aviso para la madre de que la implantacion esta por suceder (Buttset al., 2007).
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Figura 1. Biosintesis de P4 a partir del colesterol (Patifio. 2008)

Conforme avanza la gestacion la concentracion de esta hormona esteroide se incrementa,
pero a diferencia de la mayoria de los mamiferos en que la conclusion de la misma esta
asociada con una rapida caida en los niveles maternos de P4; 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 de que el trabajo de parto normal ha

iniciado.

Se ha descrito un evento denominado “retiro funcional de la P4” en el que los tejidos

blancos dejan de ser sensibles al efecto de esta hormona por el cambio en el perfil de



expresion de los receptores de P4 (RP). Si bien a lo largo de todo el embarazo la isoforma
que predomina es la RP-B, al final del mismo la isoforma predominante es el RP-A, lo cual

ha sido asociado con efectos anti-progestacionales (Mendelson, 2009).
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Figura 2. Esquema representando la concentracion de hormonas a lo largo del embarazo,
lactdgeno de suero placentario (hPL), 17B-oestradiol (E2), Progesterona (P4), Prolactina
(PRL) (Modificado de Nadal et al., 2009)

1.2. FORMACION DE LA PLACENTA

La formacion de la placenta puede dividirse en dos Fases: La fase pre-vellosa, (que consta
del periodo lagunar y el periodo pre-lagunar) y la fase vellosa (periodo de elaboracion y

periodo final).



1.2.1. Fase pre-vellosa

o Periodo pre-lagunar:

Comienza de 6 a 9 dias después de la fecundacién e inmediatamente después de la
implantaciéon evento que provoca que la capa de trofoblastos que rodea al blastocisto
comience a proliferar y a diferenciarse en una capa interna llamada citotrofoblasto y en una
capa externa multinucleada en contacto con el epitelio endometrial llamada

sincitiotrofoblasto.
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Figura 3 .Esquema de la placenta en el primer trimestre de embarazo, el citotrofoblasto
prolifera formando trofoblasto extravelloso y sincitiotrofoblasto. (Modificado de Forbes y

Westwood., 2010).

o Fase lagunar
Del dia 9 al 13 el sincitiotrofoblasto forma una red de lagunas que incrementan de tamafio
gradualmente por donde la sangre materna comenzara a fluir estableciendo asi la

circulacion Uteroplacentaria (Gude, 2004).



1.2.2. Fase vellosa

o Periodo de formacién de la placenta.

Consta del dia 13 hasta finales del cuarto mes, este periodo se caracteriza por la formacién

de los diferentes tipos de vellosidades que se dividen en las siguientes etapas:

Vellosidades primarias: Se originan entre el dia 13 al 15 a partir de invaginaciones de
sincitiotrofoblasto invadido por citotrofoblasto, estas vellosidades delimitan las lagunas en

las que se encuentra la sangre materna.

Vellosidades secundarias: Su diferenciacion ocurre entre el dia 18 y el 20. El mesénquima

extraembrionario crece dentro del citotrofoblasto penetrando las vellosidades.

Vellosidades terciarias: Aparecen a partir del dia 21 cuando las venas fetales se forman a
partir del mesénquimas velloso. La conexion entre las venas vellosas a la circulacion

embrionaria resultara en la formacion de la circulacion fetal.

Vellosidades mesenquimales: Son las precursoras de otros tipos de vellosidades, entre la
semana 5 y la 7 son las Unicas vellosidades vascularisadas. Durante la primera semana de

gestacion estas vellosidades proliferan generando la formacidon de ramas vellosas.

Vellosidades intermedias inmaduras: Aparecen en el primer y segundo trimestre del
embarazo, estas vellosidades tienen un calibre mayor y permiten el paso de macréfagos
fetales (células de Hofbauer). Estas vellosidades aseguran el crecimiento efectivo y rapido

del arbol velloso y seran las mas numerosas en las semanas 14 y 20.



Figura 4. Esquema del segundo mes del embarazo mostrando el Miometrio (M), decidua
(D), placenta (P), cavidad amniética (AC) y las vellosidades terciarias y secundarias (V)

(Jauniaux et al., 2004)

Vellosidades intermedias maduras: Durante el ultimo trimestre del embarazo el
mesénquima velloso deja de transformarse en vellosidades intermedias inmaduras y se
transforma en vellosidades intermedias maduras. Esta caracteristica es mediada por la
angiogénesis que ya no provocara la formacion de ramas invasivas si no que comenzara a

formar venas que aumentaran de tamafio.

Vellosidades terminales: Representan las ramificaciones finales del arbol velloso, en el
tercer trimestre del embarazo, tienen un aspecto alveolar, las vellosidades terminales seran
formadas por el trofoblasto y un eje con capilares con dilatacion sinusoidal. La localizacién
periférica de estos capilares hace que estas vellosidades sean el sitio principal de

intercambio materno-fetal.
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Figura 5. Diagrama de varios tipos de vellosidades y su relacion topografica. La porcion
izquierda representa el primer y segundo trimestre, la porcién derecha representa el tercer

trimestre. (Modificado de Castelluci, 2000)

. Periodo final

En el que la placenta estd completamente formada del quinto mes de gestacion hasta el
parto. La formacion definitiva de la placenta (dia 13 del cuarto mes) lleva a los siguientes
cambios: la formacion de cotiledones y de septas intercotiledonarias; la desaparicion
progresiva del citotrofoblasto; y la formacion de sincitios. Al final del cuarto mes la
placenta es completamente formada pero los cotiledones siguen creciendo y el sistema

vascular velloso se sigue desarrollando (Mihaela et al., 2009).
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1.3. CELULAS INMUNES EN LA SANGRE PLACENTARIA

Uno de los factores que favorece el ambiente inflamatorio al final del embarazo es el
reclutamiento de leucocitos a compartimientos feto-placentarios los cuales son capaces de
mediar la sintesis de distintas moléculas responsables de los eventos locales que llevan al
trabajo de parto. Existen evidencias que sugieren que las células reclutadas a estos
compartimientos son alteradas funcional y fenotipicamente por el ambiente local (Moore,

2003).

Comparado con la sangre periférica materna de pacientes con periodos gestacionales a
término sin trabajo de parto, en la sangre placentaria de pacientes con trabajo de parto
existe un mayor numero de células CD14+ (monocitos y macréfagos) (Vega-Sanchezet al.,
2010); también circulan 15 veces mas células NK que en la sangre periférica materna
(Roussev et al., 1993) y la poblacion de células B, CD4" y CDS" permanecen sin cambios y
con una elevada expresion del marcador CD69" involucrado en su activacién y
proliferacion.

También se ha demostrado que los leucocitos circulando en la sangre placentaria aumentan
la expresion de IL-1PB al momento del parto, secretan altas concentraciones de TNF-a, IL-

1B e IL-6 y son mas sensibles estimulos externos. (Vega et al., 2010)

Células mononucleares Figura 7.

Esquema de las diferencias

En sangre periférica En sangre intervellosa

entre las CMSI y las células

Células CD14+=10-30%

Linfocitos Totales= 70-90 % 15 veces mas células NK

Células NK= 5-20%

mononucleares de sangre

periférica  (Esquema  de

elaboracion propia con datos

LinfocitosT= 70-85% Sensibles a estimulos de Gomez-Lopez et al., 2011)

Linfocitos B= 5-20%
El doble de Células CD14+

1.4. TRABAJO DE PARTO
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NORMAL

El trabajo de parto es considerado como una cadena de eventos fisioldgicos que permiten la
expulsion del feto, un proceso multifactorial e inflamatorio que inicia alrededor de la
semana 37 de la gestacion y consta de tres procesos claves: 1) la activacion del miometrio y
el establecimiento de contracciones uterinas, 2) la maduracion cervical que implica la

degradacion y la dilatacion del cérvix, 3) la ruptura de las membranas corioamnioticas.

El inicio de esta cascada de eventos es precedido por la eliminacion del efecto inmuno-
modulador del embarazo en el miometrio provocado entre otros factores por el retiro
funcional de P4, lo que favorece el incremento en los niveles de citocinas pro-inflamatorias
tales como IL-1B, TNFa, I1-6, 1I-8. Este cambio hacia un perfil pro-inflamatorio es
incompatible con la continuidad de la gestacién e induce cambios locales en la cavidad
uterina. Estas citocinas pro-inflamatorias inducen la sintesis, secrecion y actividad de otros
moduladores efectores tales como MMPs (MMP-9, MMP2, MMP13) que pueden degradar
los distintos componentes de la densa matriz extracelular de membranas corioamnioticas y
cérvix. La inflamacion también favorece el aumento en el numero de receptores para
oxitocina y los niveles de prostaglandinas (PG) (PGE2, PGF2-a) cuyas capacidades
uterotOnicas son claves para el establecimiento de contracciones efectivas que finalmente

llevaran a la dilatacion cervical (Cabero, 2007).

1.5. LOS EFECTOS DE LA P4 EN CELULAS DEL SISTEMA INMUNE
MATERNO

La P4 participa en el mantenimiento de la gestacion pues controla la receptividad del
endometrio, la implantacioén del blastocisto, el desarrollo de la placenta y el reclutamiento
de células NK de la decidua, regula el reconocimiento de MHC paternos, la sensibilidad de

células presentadoras de antigenos y suprime la actividad de macrofagos todo lo anterior se
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lleva acabo induciendo una regulacién a través de citocinas tipo Th2 (Rico-Rosillo, Vega-
Robledo, 2012)

Existe evidencia que demuestra que la P4 es capaz de cambiar el perfil de células inmunes
para promover un estado de tolerancia necesario para el mantenimiento del embarazo estos
efectos han sido demostrados in vitro en varios tipos de células inmunes como monocitos,
macrofagos, células dendriticas y linfocitos asi como su capacidad de promover cambios a

favor del mantenimiento del embarazo (Muzzioet al., 2014).

Durante el embarazo,P4 inhibe la actividad de las células NK e incrementa la produccion
de anticuerpos asimétricos generados por células B. Ademdas la P4coopera en la
diferenciacion de células Thl a Th2. Varios experimentos demuestran los efectos no
genoémicos de P4 sobre células T humanas al bloquear sefiales de calcio que ocurren
después de la activacion de células T, bloqueando la activacion del factor nuclear de células

T activadas (NF-AT) (Dressinget al., 2011).

Existe evidencia que sustenta que la P4 actlia como inmuno-modulador en linfocitos, sin
embargo, no se han identificado de forma absoluta la presencia de los receptores clasicos de
P4 (PR), tampoco se han logrado demostrar efectos reguladores en experimentos realizados
sobre receptores de glucocorticoides (GRs). Los efectos inmuno-reguladores de la P4

parecen activarse gracias a receptores de progesterona de membrana (RPm).

1.6. TRABAJO DE PARTO PRETERMINO

1 de cada 10 bebés en el mundo nace prematuramente (antes de la semana 37 de la
gestacion) lo que da como resultado el nacimiento de aproximadamente 14.9 millones de

bebés pre-termino, mas de un millon de estos neonatos morirdn como resultado de su

nacimiento pretérmino (Howsonet al., 2013)
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Los abortos y nacimientos prematuros se han relacionado con el fallo de uno o mas
mecanismos de tolerancia, o bien, a la temprana activacion de un estado pro-inflamatorio;
ambas condiciones pueden ser provocados por factores internos (maternos y fetales) y/o

externos (ambientales) (Goldenberg et al., 2008).

Las infecciones intrauterinas se encuentran presentes en la mayor parte de los nacimientos
pre-termino, por lo que han sido asociadas a la activacion de una respuesta inflamatoria
cuyo resultado puede ser un parto prematuro, Existe evidencia de que estas infecciones
pueden ascender desde el tracto genital y llegar a colonizar la corio-decidua desde donde
las bacterias seran capaces de colonizar el liquido amniotico (Gomez-Lopez et al., 2011).

El estudio de los eventos que anteceden a las infecciones intrauterinas puede ayudar a
determinar un tratamiento terapéutico que ayude a prevenir un embarazo pre-termino

(Gomez-Lopez et al., 2011)

1.7. INFECCION INTRAUTERINA DURANTE EL EMBARAZO

Se ha planteado que los microorganismos pueden tener acceso a la cavidad amnidtica y al
feto por las siguientes vias: ascendiendo desde la vagina hasta el cérvix; por diseminacion
hematdgena por la placenta; implantacion en la cavidad peritoneal a través de la trompa
uterina y una infeccion accidental por una técnica invasiva. Se considera que una infeccion

intrauterina ascendente tiene 4 pasos:

I) Un cambio en la flora vaginal y cervical o bien la presencia de microorganismos
patologicos en el cérvix.

1) Una vez que los microorganismos obtienen acceso a la cavidad intrauterina, infectan
a la decidua.

IlI)  Una reaccion inflamatoria localizada provoca deciduitis, los microorganismos
pueden infectar el corion y el amnios. Pueden llegar a infectar las venas fetales o avanzar a

través del amnios hasta la cavidad amnidtica, lo que llevara a una infeccién amnidtica.
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IV) Una vez en la cavidad amnidtica el microorganismo podra atacar al feto por

diferentes vias de entrada (Romero et al., 1989).

Figura 8. Los cuatro pasos de la teoria ascendente (Romero et al., 1991)

Una vez que los microorganismos han entrado en el cérvix el ttero o el amnios, existen
varias rutas de sefalizacion que seran activadas ya sea individualmente o en conjunto para
promover un estado inflamatorio. Las bacterias o productos de estas como lipopolisacaridos
(LPS) son detectadas por receptores de reconocimiento de patrones (PRR) especificamente
los receptores tipo toll (TLR) 2 y 4. Cuando el LPS es reconocido por TLR, se activan
varias rutas inmunoldgicas que estimularan la liberacion de citocinas proinflamatorias y

otros mediadores inflamatorios (Bastek, 2011).

Ademas de las infecciones intrauterinas, existen otros eventos que pueden desencadenar un
estado de inflamacion perjudicial para el embarazo como el estrés, alergias o preclamsia

(Gomez-Lopez et al., 2011).
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1.8. CELULAS MONONUCLEARES DE SANGRE INTERVELLOSA (CMSI) Y
PARTO PREMATURO

Se ha demostrado que los agentes infecciosos estimulan a las células inmunes de la madre y
células de las membranas fetales (Peltier et al., 2003), lo que lleva a la producciéon de
citocinas pro-inflamatorias, metalloproteasas y prostaglandinas (Vega-Sanchez et al.,
2010), dicha activacion prematura de sefiales pro-inflamatorias ha sido asociada con el
desequilibrio en la tolerancia inmune contra el feto lo que puede inducirla ruptura temprana
de las membranas fetales y otros eventos fisioldgicos que llevan como resultado a un

aborto o a un parto prematuro (Castro-Leyva et al.,2012)

El trabajo de parto pre-término representa el fin anticipado del privilegio inmunoldgico ya
la sintesis de moduladores pro-inflamatorias y de las sefiales que favorecen su progresion
son encendidos de manera prematura y descontrolada. En un escenario de infeccion existe
un trafico aumentado de leucocitos maternos que son reclutados por las quimiocinas
secretadas por los tejidos maternos y fetales como parte de la respuesta inmune (Peltier et

al., 2010).

En este escenarios, células del sistema inmune innato y del sistema inmune adaptativo
como neutrofilos, macréfagos y células CDI14 son también reclutadas a los
compartimientos placentarios, cérvix, miometrio y membranas fetales, en donde exacerban
la inflamacion y contribuyen a la secrecion de moduladores como las MMPs que degradan
tejido conectivo y vulneran la viabilidad de los tejidos creando un ambiente incompatible

con la continuidad de la gestacion (Kristina, 2013).
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2. ANTECEDENTES

2.1. CELULAS INMUNES ESPECIFICAS EN LOS COMPARTIMIENTOS FETO-
PLACENTARIOS

Existe evidencia clinica y experimental de que la P4 es capaz de favorecer la gestacion a
través de la inhibicion de diferentes moduladores pro-inflamatorios (Miyaura e Iwata,
2002) y aunque existen estudios que sustentan la posibilidad de que este efecto sea a través
de la modulacion directa de las células profesionales del sistema inmune (Butts et al., 2007)

el mecanismo a través del cual esto sucede es aun poco claro.

Evidencia clinica y experimental sustenta que las poblaciones de células profesionales del
sistema inmune que “radican” en la sangre placentaria tienen caracteristicas especificas y

son diferentes a los tipos celulares circulantes en la sangre materna.

Especificamente se sabe que antes de que inicie el trabajo de parto la poblacion de
Linfocitos T CD3+ es significativamente menor en sangre placentaria, mientras que los
Monocitos/macréfagos CD14+ en la placenta duplican a los presentes en sangre materna;
por otro lado, la sangre placentaria proveniente de pacientes con trabajo de parto activo
contiene el doble de células CD14+ en comparacion las presentes en la sangre materna de
las mismas donadoras. Un aspecto importante de este trabajo es que en comparacion con la
sangre periférica, los leucocitos totales de origen placentario secretan significativamente
mas citocinas comolL-6, IL-1B,TNF-a y MMP-9 en respuesta al estimulo con LPS (Vega-
Sanchez et al., 2010).

Por otro lado se ha demostrado que monocitos aislados de sangre de cordon umbilical de
neonatos a término y pre-término sintetizan I1-6, IL-8 e IL-12 en respuesta a la estimulacién
con bacteriascomo Escherichiacoli, Lactobacillusplantarumy Estreptococo del grupo B,

ademas de secretar niveles significativamente bajos de IL-10 (Lydon, 1995).
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Leucocitos aislados de sangre periférica de mujeres con historial de parto pretérmino y de
mujeres control presentaron un patrén similar de secrecion de citocinas como TNF-a, IL-6,
IL-10 e IL-1P estimulados con Ureaplasma urealyticum y Micoplasma hominis (Peltier et
al., 2010)

En un analisis del perfil de expresion y secrecion de diferentes citocinas en PBMC se pudo
demostrar que los niveles de IFN-gamma son mas altos en mujeres con historial de pérdida
recurrente en comparacidon con mujeres no embarazadas o con embarazos normales,
mientras que los niveles mas altos de IL-10 fueron encontrados en mujeres con embarazos
normales (Bates, 2002)

Por otro lado monocitos M1 aislados de mujeres con pre-eclampsia fue identificada como
la sub-poblacion cuyo perfil de secrecion de TNFa, IL-12 e 11-23 fue correlacionado con los
niveles de expresion de CD14 y TLR-4, todos ellos incrementados de manera significativa
en comparacion con la misma subpoblacidon en mujeres embarazas normo-tensas control.
Ademas esta subpoblacion M1 secretd significativamente menos IL-10 (Medeiros et al.,

2012).

2.2. EFECTO MODULADOR DE P4 SOBRE CELULAS DE SANGRE
PLACENTARIA

Evidencia reciente de nuestro laboratorio ha permitido demostrar que la P4 ejerce un efecto
anti-inflamatorio en epitelio amnidtico humano en cultivo inhibiendo la sintesis y secrecion
de citocinas pro-inflamatorias como IL-1B, TNFa y favoreciendo la sintesis de IL-10
(Flores-Espinosa et al., 2013), adicionalmente, utilizando un modelo de cultivo de
membranas corioamniodticas humanas hemos demostrado que la P4 puede ejercer un efecto
inmuno-protector cuando estos tejidos son estimulados con endotoxina bacteriana (Pineda-

Torrres et al., 2014).
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Se ha demostrado que el Estradiol pero no la P4 tiene la capacidad in vitro de incrementar
significativamente los niveles de secrecion de I1-12, INF-y e IL-10 de sangre total (Matalka,

2003).

Por otro lado evidencia experimental en PBMCs de mujeres con pérdida gestacional
recurrente (Bates, M. 2002) demostr6é que la estimulacion con dihidrogesterona disminuye
los niveles secrecion de citocinas Thl tales como TNF-a e INF-y y favorece la sintesis de
citocinas de perfil Th2 tales como IL-4 e IL-6, ademads, el efecto del progestdgeno fue
revertido por la co-estimulacion con el anti-progestageno mifepristona (Raghupathy et al.,
2005a); evidencia similar ha sido reportada en PBMC de mujeres con parto pretérmino
(Raghupathy et al., 2007).

PBMC provenientes de mujeres con trabajo de parto pretérmino o aborto espontdneo
cambian su perfil de secrecion TH1/TH2 cuando son estimuladas in vitro con el factor de
bloqueo inducido por progesterona (PIBF) cuyas propiedades inmuno-moduladoras
favorecen la secrecion de citocinas de perfil TH2 tales como IL-4, I1-6 e IL-10 (Raghupathy
et al., 2009).

En un estudio clinico/experimental en el que se midieron los niveles séricos de P4,
Estradiol (E2), 1I-6, TNF-a e IFN-yasi como PIBF en mujeres con amenaza de parto
pretermino suplementadas con P4, demostrd que el tratamiento con P4 indujo el incremento
significativo de los niveles de PIBF e IL-10 y la disminucion de INF-y lo que fue asociado
con el incremento significativo en el tiempo de mantenimiento exitoso de la gestacion

(Hudi¢ et al., 2011)
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3. JUSTIFICACION

Esta demostrado que la P4 tiene la capacidad de inducir efectos anti-inflamatorios en
diferentes tipos de tejidos, el mecanismo por el cual P4 ejerce este efecto en células
inmunes aun no es completamente descrito y es un tema relativamente nuevo. Evidencias
clinicas y experimentales indican que esta hormona juega un papel inmuno-modulador al
regular la sintesis de proteinas pro-inflamatorias lo que condiciona el ambiente materno-

fetal a un estado de tolerancia,

El estudio de los mecanismos que condicionan el inicio de trabajo de parto y la ruptura de
membranas asociadas a infeccion involucra a todos los tejidos ubicados en los
compartimientos feto-maternales por lo que en el presente estudio se tiene la intension de

evaluar el efecto de la P4 sobre CMSP estimuladas con LPS.
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4. HIPOTESIS

Si la P4 tiene la capacidad de inducir/mantener un perfil anti-inflamatorio entonces el pre-
tratamiento de CMSI con P4 regulara la sintesis de citocinas pro-inflamatorias inducidas

por la estimulacion con LPS.
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5. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la capacidad anti-inflamatoria de P4 en cultivos de CMSI estimuladas con LPS por

medio de la cuantificacion de citocinas pro-inflamatorias, quimiocinas y MMP9 .

5.1. OBJETIVOS PARTICULARES

Cuantificar mediante la técnica de ELISA los niveles de las citocinas pro-
inflamatorias TNF-a, IL-1p e IL-6 secretadas al medio de cultivo por cultivos de
CMSI en condiciones basales y después del co-tratamiento con 500ng/mL de LPS y
diferentes concentraciones de P4 (0.01, 0.1 y 1 uM).

Cuantificar mediante ELISA los niveles de las quimiocinas IL-8 y Mip-la
secretadas al medio de cultivo por cultivos de CMSI en condiciones basales y
después del co-tratamiento con 500ng/mL de LPS y diferentes concentraciones de
P4 (0.01, 0.1, 1 uM).

Cuantificar mediante ELISA los niveles de la citocina anti-inflamatoria IL-10
secretada al medio de cultivo por CMSI en condiciones basales y después del co-
tratamiento con 500ng/mL de LPS y diferentes concentraciones de P4 (0.01, 0.1, 1
uM).

Cuantificar mediante ELISA los niveles del factor pro-degradativo MMP-9
secretada al medio de cultivo por CMSI en condiciones basales y después del co-

tratamiento con 500ng/mL de LPS y diferentes concentraciones de P4 (0.01, 0.1, 1
uM).
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6. METODOLOGIA

6.1. REACTIVOS

Se utilizo6 LPS de E.coli (055:B5), P4 (4-Prenona-3-20 diona) y anti-prostageno RU486
(Mifepristone) adquiridos por medio se Sigma Aldrich (St. Louis, MO) con la debida carta

responsiva de uso.
6.2. OBTENCION DE MUESTRAS BIOLOGICAS

Las muestras utilizadas en este proyecto fueron tomadas con el consentimiento de las
pacientes que presentaron una gestacion a término (37-39 semanas de gestacion) resuelta
por cesarea y que no presentaran trabajo de parto o alguna condicion que pudiera afectar al
estudio. En la Unidad de Tococirugia del instituto, inmediatamente después del
alumbramiento, las placentas fueron colocadas en un contenedor metélico estéril con el
lado fetal (cordon umbilical) viendo hacia abajo, agregando solucion salina estéril calentada
a 37°C para evitar la coagulacion de la sangre; de esta manera fueron transportadas al
laboratorio donde se trabajaron en una campana de flujo laminar bajo condiciones de

esterilidad.
6.3. OBTENCION DE SANGRE PLACENTARIA

Una vez en la campana, las placentas fueron colocadas en una charola metalica (Figura 1),
con la parte fetal hacia arriba y la parte materna (cotiledones) hacia abajo para lograr la
acumulacion de sangre del lado de los espacios intervellosos, después fueron colocadas
dentro de una bolsa de polietileno estéril y se realizaron varios cortes en los cotiledones de
al menos 1 cm de profundidad, la placenta se dejé sangrar por 5 minutos, tras los cuales, la

sangre obtenida en la bolsa fue recuperada en tubos con heparina. (Figura 2)
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Figura 9: Placenta después de su Figura 10: Placenta en bolsa de
obtencion polietileno

6.4. SEPARACION DE CMSI.

La sangre obtenida fue transferida a tubos para centrifuga y diluida en proporcién 1:1 con
solucion fisioldgica (NaCl, 0.9%), se coloco la sangre diluida sobre el Histopaque en un
tubo diferente (la proporciéon Sangre-Histopaque debe de ser 1:2 respectivamente). Los
tubos fueron centrifugados y el anillo celular de la fase intermedia fue recuperado en un

nuevo tubo.

v

Suero

CMSC

v

v

Ficoll

v

Fase roja

Figura 11. Separacion de CMSC utilizando el método de Ficoll-Histopaque

Posteriormente las células fueron lavadas 3 veces con solucion fisioldgica y 1 vez con
solucion amortiguadora de lisis de eritrocitos. Una vez terminados los lavados el

sobrenadante fue desechado y el boton resuspendido en 1mL de medio de cultivo RPMI sin
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rojo de fenol suplementado con suero fetal bovino libre de hormonas e inactivado por calor

(10% v/v) y Antibidtico antimicético (1% v/v).

6.5. CONTEO DE CELULAS Y VIABILIDAD

La viabilidad de las células obtenidas fue determinada por exclusioén con el colorante azul
de Tripanrealizando una dilucion 1:10. (Células — Azul de Tripan 0.4%) en una camara de
Neubauerdonde el total de células fueron contadas y su concentracion fue calculada con la

siguiente formula:

Numero total de celulas
4nm(0.1mm de profundidad)(dilucion 1:10)

Después el porcentaje de células muertas fue calculado. Dichas células fueron cultivadas en
Medio RPMI suplementado con suero fetal bovino, utilizando tUnicamente células cuya

viabilidad fuera mayor o igual al 90%.

6.6. BIOMETRIA HEMATICA

Se obtuvo sangre periférica de la madre justo antes de la cirugia y sangre placentaria de la
misma madre para llevar a cabo una biometria hemadtica realizada en el laboratorio de
Infectologia e inmunologia del Instituto de Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes.

6.7. TECNICA DE (HIBRIDACION FLUORESCENTE IN SITU) FISH

Se enviaron muestras de al menos SmL para ser enviadas al Departamento de Genética del

Instituto de Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes donde fue procesada para llevar

acabo la técnica.
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Se colocan 10 gotas de sangre en un tubo Falcon con 15mL de KCI al 0.75M para dejarlo
incubar por 25minutos a una temperatura de 37°, para después centrifugar por 10 minutos a
1500rpm. Una vez terminada la centrifugacion se decanta el tubo y se conserva el botén al
cual se le agregan 10mL de solucion fijadora mientras el tubo se agita en un vortex. Una
vez que se agrega la solucion fijadora, se vuelve a centrifugar 1500rpm a 10 minutos y se
decanta dejando un volumen de 0.5mL para re-suspender el botén al cual se le agrega la

sonda para marcar los cromosomas Xy Y

6.8. CULTIVO DE CMSI

Los cultivos fueron realizados en placas de cultivo de 48 pozos, una vez conocida la
concentracion de células en la suspension, la cantidad de volumen necesaria para obtener
1.8 millones de células fue calculada para ser re-suspendidas en 800uL de medio de cultivo

RPMI suplementado.

6.9. ESTIMULACION CON P4, RU486 Y LPS

El disefio experimental consto de 8 tratamientos y un control los cuales fueron realizados
por triplicado. El control iinicamente contuvo el vehiculo en el cual fue preparado el LPS y
la P4. Durante las primeras 24 horas de cultivo las células fueron pre-tratadas con P4 a
diferentes concentraciones y/o RU486. Posteriormente se realizo el estimulo con 500ng/mL
de LPS. Los tratamientos fueron realizados de la siguiente manera: 1) estimulo con LPS a
las 24 horas de cultivo 2) pre-tratamiento con 1puM de P4 y estimulo LPS, 3) pre-
tratamiento con 0.1 uM y estimulo con LPS, 4) pre-tratamiento con 0.01uM de P4 mas LPS
5) co-tratamiento con RU486 10uM y P4 1uM mas LPS, 6) co-tratamiento con RU486
10uM vy estimulo con LPS. 7) tratamiento con P4 1uM durante todo el periodo de cultivo,
8) tratamiento con RU486 1 uM durante todo el periodo de cultivo. (Figura3)
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Figura 12. Pozos para el cultivo de CMSL

Las células fueron incubadas durante 48 horas a 37°C en una atmosfera con 5% de CO2 y

humedad controlada al 90%. (HEPA Class 100, Thermoscientific, USA).

6.10. LISADOS CELULARES Y OBTENCION DE MEDIOS

Las placas fueron retiradas de incubacion después de 48 horas de su primer estimulo, los
medios de cultivo fueron recuperados en tubos para microcentrifuga de 1.5mL y
centrifugados durante 10 segundos a 10,000 rpm, el sobrenadante de cada muestra fue
recuperado, y se dividid en 3 alicuotas, las cuales fueron guardadas a -20° o -40°C hasta su
uso posterior. Los botones celulares fueron resuspendidos en 100uL de buffer de lisis
adicionado con inhibidor de proteasas P8340 (Sigma-Aldrich), marcado y congelado a -20
0 -40°C durante al menos una hora, posteriormente fue centrifugado a 14,000rpm durante
15 minutos, para obtener el extracto de proteinas citosolicas en el sobrenadante. Tanto

medios como lisados fueron colocados en hielo para la cuantificacion de proteinas.

6.11. CUANTIFICACION DE PROTEINAS

La cantidad de proteinas en medios y en lisados celulares fue determinada utilizando el
método de Bradford para el cual se utilizé una curva estandar de concentraciones conocidas
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de albumina sérica bovina. La concentracion de proteinas en cada una de las muestras fue
determinada mediante una reaccion colorimétrica que se leyd a una longitud de onda de 595

nanometros en un espectrofotometro.

6.12. CUANTIFICACION DE CITOCINAS POR ELISA

Para la cuantificacion de las citocinas secretadas al medio por las CMSI, se utilizaron kits
de ELISA tipo sandwich comerciales. La cuantificacion de las citocinas TNF-a e IL-1f y la
metalloproteasa MMP-9 total en medios y lisados celularesse realizd6 mediante kits de
ELISA de la marca R&D systems. Para la determinacion de IL-6, IL-8, Mip-1a, e IL-10 se
utilizaron kits de la marca Peprotech. Para los ensayos de ELISA de manera general, se
sigui6 el protocolo indicado para cada uno de sus insertos, se utilizaron microplacas de 96
pozos (Nalgene Nunc, Dinamarca), un lavador de placas de la marca BioRad y se leyeron

en un espectrofotometro BioRad X-Mark.

Citocina | Marca Ab de | Ab de | Conjugado Sustrato Curva
captura deteccion Estandar
200 Streptavidina- H:Of TME | 31.23-2000
IL-1p E&D 4pgml ngmlL HEP pgmL
230 Streptavidina- H20o/ TMB 31.25-1000
TNF-o R&D dpgml. ng'ml. HEF pgmL
03
Mip-la Peprotech 03pgml | pgmL Avidina - HRP ABTS 32.3-2000 pg'mL
03
IL-6 Peprotech lpgmL pgml Ayidina - HRP ABTS 32.3-2000 pg'mL
03
IL-8 Peprotech 05pg/ml | pg'mL Ayidina - HRP ABTS 32.3-2000 pg'mL
0.3 16.25-1000
IL-10 Peprotech 1 pg'mlL wg'mL Avidina - HRP | ABTS pgmlL
lpgmL 100ng/mlL | Streptavidina- 16.25-1000
MMP-9 E&D HEP H20:/ TMB pg'mlL

Tabla 1. Kits de ELISA con su curva estandar ABTS: 2,2"Azino-bis (3-ethilbenzotiazolina-
6-acido sulfurico); Ab: anticuerpo
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7. RESULTADOS

7.1. VALIDACION DEL MODELO.

Las pruebas de viabilidad realizadas en cultivos celulares de 0 a 72 horas demostraron que

los cultivos se mantienen sin cambios significativos en su viabilidad funcional hasta las 48

horas.

100

Porcentaje %

Grafica 1: Viabilidad celular desde el momento de la incubacidn hasta 72 horas después.

Viabilidad (Promedios %)

Horas

7.2. BIOMETRIA HEMATICA

y=-0.198x+95.809
R*=0.9259

Tipo de leucocitos

Sangre periférica

Sangre placentaria

Leucocitos Totales

8.64x10°/uL

5.225x10°/uL

Neutro6filos 4.625x10°/uL (54.00%) 1.52x10°/uL (38.80%)
Linfocitos 3.25x10°/uL (37.60%) 2.505x10°/uL (52.90%)
Monocitos 0.605x10°/uL (6.60%) 0.21x10°/uL (4.00%)
Eosindfilos 0.07x10°/uL (0.90%) 0.04x10°/uL (3.10%)
Basofilos 0.075 x10°/uL (0.90%) 0.14 x10°/uL (3.10%)

Tabla 2. Biometria de leucocitos en sangre periférica y en sangre intervellosa
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7.3. PORCENTAJE DE CELULAS MATERNAS EN LA SANGRE
INTERVELLOSA.

Se realizaron pruebas de Hibridacion fluorescente in situ en las que se asegurd que se esta

trabajando mayoritariamente con células mononucleares provenientes de la madre.

Células XX (%) Células XY (%) Totales
Muestra 1 145 células (73%) 55 células (27%) 200
Muestra 2 437 células (87%) 63 células (13%) 500
Muestra 3 408 células (82%) 92 células (18%) 500

Tabla 3. Comparacion de células maternas (XX) contra células fetales (XY)

7.4. SECRECION DE IL-1p, TNF-0 E IL-6

La secrecién basal de IL-1p fue de 243 + 11.6 pg/mL por cada 1x10° células, al ser
estimuladas con LPS 500ng/mL se detectd6 un incremento de 8 veces mas (1943 + 77
pg/mL por cada 1x10° células). El efecto del tratamiento de P4 sobre la secrecion de IL-1B
resulto ser significativo con las 3 concentraciones utilizadas (1,0.1 y 0.01 uM) siendo la

concentracion de 1uM la mas efectiva al disminuir la concentracion un 54%.

En contraste con los valores basales de TNF-a (29 + 12 pg/mL por cada 1x10°células), los
cultivos celulares estimulados con 500ng/mL secretaron una cantidad significativamente
mayor (1602 = 211 pg/mL por cada 1x10° células) de esta citocina (55.24 veces mas). El
co-tratamiento de P4 0.1uM provoco la disminucion de TNF-a en un 68.1% y en el de un

67.7% en el co-tratamiento con 0.01uM de P4.

El perfil de secrecion basal de IL-6 en el medio de cultivo fue de 212 + 58 pg/mL por cada
1x10° células cuando el cultivo es estimulado con LPS 500ng/mL la secrecién de IL-6
aumenta 11 veces (1796 + 115 pg/mL por cada 1x10°élulas). El tratamiento con P4

0.01uM es estadisticamente significativo al reducir la expresion de IL-6 en un 35.7%.
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Grafica 2. Secreciéon in-vitro de IL-1B determinado por ELISA en un cultivo de CMSI
sometidas a diferentes tratamientos. La grafica representa el promedio * el error
estandar, n=9. * p<0.05 vs. Control, & p<0.05 vs LPS, B p<0.05 vs. P4 + LPS + RU486.
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Grafica 3. Secrecion in-vitro de TNF-a determinado por ELISA en un cultivo de CMSI
sometidas a diferentes tratamientos. La grafica representa el promedio + el error
estandar, n=9. * p<0.05 vs Control, & p<0.05 vs LPS.
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Grafica 4. Secreciéon in-vitro de IL-6 determinado por ELISA en un cultivo de CMSI
sometidas a diferentes tratamientos. La grafica representa el promedio * el error
estandar, n=9. * p<0.05 vs. Control, & p<0.05 vs. LPS.
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7.8. SECRECION DE IL-8 Y DE MIP-10

La concentracion basal de IL-8 fue de 1592 + 269 pg/mL por cada 1x10° células al ser
estimulado con la endotoxina LPS 500ng/mL la concentracion aumento hasta 2.7 veces
(4427 + 393 pg/mL por cada 1x10° células). Las 3 concentraciones de P4 resultaron tener
un efecto inhibitorio en la expresion de IL-8 al disminuir el efecto en una media de 37.51%.
La concentracion control de MIP-1a fue de 86 + 20 por cada 1x10° células e incremento
hasta 31 veces (2682 + 350 por cada 1x10° células) al ser estimuladas con LPS 500 ng/mL.

La P4 0.01uM resulto ser la concentracion mas efectiva al inhibir un 44.5% su secrecion
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Grafica 5. Secrecién in-vitro de IL-8 determinado por ELISA en un cultivo de CMSI
sometidas a diferentes tratamientos. La grafica representa el promedio * el error
estandar, n=9. * p<0.05 vs. Control, & p<0.05 vs LPS.
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Grafica 6. Secrecion in-vitro de Mip-1la determinado por ELISA en un cultivo de CMSI
sometidas a diferentes tratamientos. La grafica representa el promedio *+ el error
estandar, n=9. * p<0.05 vs Control, & p<0.05 vs LPS.
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7.6. SECRECION DE IL-10

No se observaron cambios significativos en la expresion de IL-10 estimulados con LPS,
pero cabe mencionar que hubo una disminucién de 0.71 veces en la secrecion de IL-10 en
cultivos estimulados con LPS (89.68 + 43.56pg/mL por cada 1x10°células) contra la
concentracion basal (121.96 + 107.61 pg/mL por cada 1x10°células). También se observd
un incremento no significativo en la secrecion de IL-10 en las células co-tratadas con P4,

siendo la concentracion de 1uM la mas efectiva al provocar el incremento de IL-10 en un

69.63%
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Grafica 7. Secrecion in-vitro de IL-10 determinado por ELISA en un cultivo de CMSI
sometidas a diferentes tratamientos. La grafica representa el promedio + el error
estandar, no se encontraron cambios significativos en la expresién de la citocina. n=9.
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M7.7. SECRECION DE MMP-9 EN MEDIOS Y LISADOS CELULARES

Al comparar los valores basales (10554 = 5007 pg/mL por cada 1x10° células) contra los
estimulados con LPS (12392+ 4511 pg/mL por cada 1x10° células) se puede observar un
aumento de 1.7 veces. Las concentraciones de P4 lograron detener la secrecion de MMP-9,
siendo la concentracion de 0.01uM la més efectiva al bajar la concentracion en un 51%.

Los valores de MMP-9 secretadas al medio se mantienen constantes en la mayoria de los
estimulos, no hubo un cambio significativo entre los valores basales de MMP-9 contra el

estimulo con LPS.
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Grafica 8. Secreciéon de MMP-9 in-vitro de lisado celular determinado por ELISA en un
cultivo de CMSI sometidas a diferentes tratamientos. La grafica representa el promedio +
el error estandar, n=9.
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Grafica 9. Secrecidn in-vitro de MMP-9 determinado por ELISA en un cultivo de CMSI de
sangre de placenta sometidas a diferentes tratamientos. La grafica representa el

promedio * el error estdandar, n=9.
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8. DISCUSION

En el humano, el mantenimiento del equilibrio inmuno-endocrino de la unidad feto-
placentaria es clave para el éxito del proceso gestacional, en este sentido el desarrollo de un
proceso  inflamatorio en respuesta a una infecciébn a nivel intrauterino vulnera

irremediablemente dicho equilibrio y es incompatible con la continuidad del embarazo.

En este escenario, la placenta y las células inmunes maternas y fetales que radican en ella
son claves en el establecimiento de una respuesta inmune contra la infeccion, que si bien
tiene como objetivo la defensa, los moduladores pro-inflamatorios que son secretados
alteran el ambiente tolerogénico que la unidad feto-placentaria tenia hasta antes de la

infeccion.

Si bien la inflamacidén es una condicion desfavorable durante el embarazo, existen una
serie de mecanismos compensatorios cuyo objetivo es tratar de proteger al producto el
mayor tiempo posible para garantizar su viabilidad. Existe evidencia de que la P4 puede, a
través de sus multiples propiedades inmunomodulatorias, inhibir parcialmente la respuesta

inflamatoria; sin embargo, el mecanismo a través del cual esto sucede es poco entendido.

Experimentos en modelos animales indican que células inmunes pueden migrar de sitios
periféricos al endometrio durante el embarazo (Chantakru et al., 2002). También se ha
demostrado que la P4 induce la secrecion de CXCL10 y CXCL11 que regulan la migracion

de células inmune al endometrio humano (Sentman et al., 2004).

En este proyecto de investigacion se evalud la capacidad in vitro de la P4 para regular la
respuesta inflamatoria de las CMSI humanas estimuladas con lipopolisacarido de
Escherichiacoli.Con la finalidad de caracterizar las poblaciones celulares que componen a
las CMSI se determiné mediante la técnica de FISH que la sangre intervellosa esta

constituida por 81% de células de origen materno y 19% de origen fetal.
43



Adicionalmente pudimos caracterizar, mediante ensayos de biometria hematica las
diferentes poblaciones celulares, destacando la ausencia de neutrofilos y eosinofilos. Este
perfil puede ser explicado, al menos parcialmente, por el hecho de que la presencia de
ambas poblaciones puede resultar en un ambiente altamente hostil desde el punto de vista
inmunolégico ya que ambos tipos celulares estan asociados a respuestas pro-inflamatorios

Scveras.

Existen estudios en los que se ha demostrado que los neutrofilos secretan altas
concentraciones de MMP-8 para iniciar el trabajo de parto (Junqueira et al., 1980) y aunque
las evidencias alin son controversiales, existen estudios en donde se asocia la presencia de

neutrofilos en tejidos maternos con ruptura prematura de membranas (Maymon et al.,

2000).

Las proteinas que secretan los eosindfilos son casi exclusivas de estas células y aunque no
se observan cambios en la poblacion de eosinofilos durante el embarazo se ha observado
que la concentracion de MBP (proteina bésica principal por sus siglas en ingles) en mujeres
embarazadas aumenta hasta 20 veces en comparacion con mujeres no embarazadas
(Wasmoen et al., 1987) ademas, estd asociada a trabajo de parto (Wasmoen, 1989).
Algunos estudios demostraron la expresion de MBP en trofoblastos intersticiales por lo que
se ha propuesto que estas proteinas pueden tener un papel importante en trabajo de parto

por su proximidad con el endometrio (Wagner et al., 1994).

En este trabajo pudimos demostrar que la estimulacion de las CMSI con LPS indujo el
incremento significativo de IL-1p, vinculada con el inicio y progresion del trabajo de parto
normal (Romero et al., 1992) y patologico (Saini et al., 2011). Esta citocina per se puede
inducir profundos cambios en la unidad materno fetal creando condiciones adversas para la
gestacion, ya que favorece el inicio y progresion de trabajo de parto (Kallapur et al., 2013;

Sadowsky et al., 2006).
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A nivel clinico existe evidencia que demuestra que los niveles de IL-1B en liquido
amniotico de pacientes con trabajo de parto y ruptura prematura de membranas pretérmino
son significativamente altas en comparacion con pacientes normales. Incuso se ha logrado
establecer una asociacion entre los niveles de IL-1PB y la concentracion de PGs cuyos
efectos uterotonicos son claves en el establecimiento de contracciones sincrénicas y

efectivas en el trabajo de parto (Romero., et al 1992).

Estos resultados son también sustentados por evidencia generada en nuestro laboratorio que
demuestra que IL-1B forma parte clave de la inflamacion de explantes membranas fetales
humanas estimuladas con diferentes patégenos asociados a parto pre-término tales como
Escherichiacoli (Zaga-Clavellina et al., 2007), Estreptococcusagalactiae (Zaga-Clavellina
et al., 2004) y Gardnerellavaginallis (Menon et al., 2009).

Recientemente pudimos demostrar que la estimulacion con LPS de explantes de placentas
humanas a término induce la secrecion de esta citocina (Garcia-Ruiz et al., 2015), este
efecto también fue documentado en placentas humanas a término y pretérminoperfundidas

con esta endotoxina (Holcberg et al., 2008).

En nuestros ensayos la co-estimulacion de las CMSIs con P4 demostro ser capaz de inhibir
la sintesis y secrecion de IL-1P inducida por LPS. Este resultado resulta muy interesante ya
que se ha demostrado que IL-1P es capaz de inducir piroptosis/apoptosis en membranas

fetales humanas (Fortunato y Menon, 2003).

El efecto anti-IL-1p de la P4 ha sido también descrito con anterioridad en explantes de
placenta humana (Garcia-Ruiz et al., 2015) y en el epitelio amnidtico en donde se demostrd
que dicha inhibicion requiere de una baja en la expresion del TLR-4 indispensable para el
reconocimiento del LPS y en la induccion de la inflamacion (Adams, Waldorf &

McAdams, 2013).
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En PBMCs de pacientes con artritis reumatoride, la estimulacion con P4 inhibe la secrecion
de IL-1p pero no de IL-6 (Li et al., 1993); en cambio, en células THP-1 derivadas de
monocitos humanos ¢ infectadas con Ureaplasmaurealyticum, la P4 no consigue un efecto
inhibitorio pues incrementa la produccion de IL-1p e IL-8 en cultivos, lo que ha sido

asociado con respuestas tejido y patégeno especificas (Peltier et al., 2008).

El papel de IL-1P en el contexto de infeccion/inflamacion es complejo, ain mas si se toma
en cuenta los efectos pleiotropicos de esta citocina, por ejemplo, se ha demostrado en
epitelio amniotico que la IL-1P puede revertir los efectos anti-inflamatorios de la P4
favoreciendo la actividad de NF-kB y reprimiendo la actividad del PR, lo que
eventualmente puede favorecer la expresion de COX2 y crear condiciones para el inicio y

progresion del trabajo de parto (Allport, 2001).

Por otro lado, en un modelo en células HeLa se logro demostrar que la P4 puede bloquear
la capacidad de IL-1p para inducir o incrementar la degradacion del inhibidor de NF-«f, lo
que eventualmente se traduce en la inhibicion de las vias que dependen de NF-«kf, factor de
transcripcion clave en la transcripcion de los genes asociados a inflamacion (Vidaeff et al.,

2007).

La concentracion de mas efectiva de P4 para inhibir IL-1B fue la de 1uM, esto contrasta
con resultados obtenidos anteriormente en tejidos maternos, en los que las concentraciones
mas efectivas fueron de 0.01uM (Garcia-Ruiz et al., 2015, Pineda-Torres M., 2014.), sin
embargo, esta citocina es producida por células del sistema inmune profesional y como ya
se dijo antes, se tiene evidencia para suponer que las concentraciones efectivas de la P4

son tejido especificas.

Otra citocina clave en la creacion de un ambiente pro-inflamatorio es TNF-a, que ha sido
relacionado como parte de las sefiales que permiten el inicio y progresion del trabajo de

parto en condiciones normales y patologicas (Gravet et al., 1990). Las concentraciones de
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IL-1B y TNFa en liquido amnidtico son significativamente altas en mujeres con parto
pretérmino y con RPM pretérmino asi como con cultivos positivos de liquido amnio6tico

(Romero et al., 1989)

En nuestro modelo experimental demostramos que la estimulacion con LPS indujo el
incremento significativo de los niveles de TNF-a, este efecto es consistente con trabajos
previos en nuestro laboratorio (Zaga-Clavellina et al., 2007) y otros grupos de trabajo que
demuestran que la estimulacion de membranas fetales con LPS induce la sintesis de este

modulador (Thiex et al., 2009).

TNF-a es una citocina pro-inflamatoria con propiedades pleiotropicas indispensable para
establecer una respuesta inmune contra infecciones bacterianas; los efectos citotoxicos de
esta han sido documentados en diferentes modelos, siendo los de primates no humanos los
que han permitido comprender con mayor claridad los efectos deletéreos de la inflamacion.

En estos modelos se ha demostrado que TNF-a es el primer modulador inflamatorio que se
secreta después de la infeccion con Estreptococo del grupo B y que su sintesis precede a la
de IL-6 e IL-1B (Gravett et al., 1994). En un modelo similar se demostr6 que el parto
pretérmino no requiere de la presencia de un patogeno, pues la infusion con TNF-a fue
capaz de inducir dicha patologia y ser asociada con dafio fetal y corioamnioitis histologica

(Sadowsky et al., 2006)

Por otro lado, evidencia experimental demuestra que PBMCs de mujeres con historial de
parto pretérmino sintetizan mds TNF-a de manera basal en comparacion con mujeres
control; sin embargo, estas células no son mas sensibles que los controles a la estimulacién
con diferentes patdgenos asociados a parto pretérmino (Peltier et al., 2010)

En nuestro modelo de CMSI la estimulacion con P4 inhibié de manera significativa el
incremento de TNF-o inducido por el estimulo con LPS, este resultado ha sido
previamente documentado en linfocitos aislados de mujeres con historial de abortos

recurrentes estimulados con dihidrogesterona (Raghupathy et al., 2005b) ademas, se

47



demostré que la P4 puede inhibir TNF-a a nivel d¢ RNAm y proteina en macréfagos

murinos (Miller and Hunt, 1997).

Asi como se ha documentado el efecto de la P4 en células de sistema inmune también se ha
demostrado que esta hormona puede inhibir TNF-a a nivel de proteina en explantes de
arteria feto-placentaria estimulados con LPS (Shields et al., 2005).A nivel clinico existe
evidencia que la suplementacion con dihidrogesterona en pacientes con riesgo de parto

pretérmino se traduce en la disminucion de citocinas Thl incluida TNF-a (Hudi¢ et al.,

2011b).

Desde nuestro punto de vista la inhibiciéon de la P4 sobre TNF-a puede repercutir sobre
diferentes vias moleculares, por ejemplo existe evidencia de que esta citocina puede
promover la activacion de la ruta de las caspasas he inducir apoptosis en membranas fetales
(Menon et al., 2002), por lo tanto, se puede asumir que la P4 inhibe el proceso apoptotico.
Lo anterior ha sido demostrado en membranas fetales en donde la estimulacion con P4 y
caproato de 17 a-hidroxiprogesterona inhibe, la apoptosis basal e inducida por TNF-a a
través de la inhibicion de la sintesis y actividad de la Caspasa-3, 8 y 9 (Luo et al., 2009).

Las evidencias anteriores concuerdan con lo encontrado en nuestro estudio donde la

concentracion de P4 que inhibi6 TNF-a de forma maés eficaz fue de 0.01pM.

[1-6 es una citocina con multiples propiedades inmuno-regulatorias producida por multiples
tipos celulares tanto de sistema inmune profesional como tejidos epiteliales, fibroblastos y

células endoteliales (Pirog et al., 2010).

Durante el embarazo, el incremento en los niveles de IL-6 en el liquido amniotico ha sido
asociado con varias patologias, incluidas el parto pretérmino; por esa razon esta citocina es
considerada por algunos como el mejor bio-marcador para parto pretérmino (Romero et al,
1993a, b; Wenstrom et al., 1998) y ruptura prematura de membranas pretérmino (Cobo et

al., 2009), ambos asociados a infeccion. A nivel clinico los niveles de IL-6 en liquido
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amnidtico de mujeres con parto pretérmino asociado a infeccion son entre 20 y 30 veces

mayores comparados con mujeres sin infeccion (Saito et al., 1993).

Un estudio reciente demostrd que altos niveles séricos de IL-6 pueden ser asociados con un
incremento en el riesgo de hemorragia intraventricular fetal y con desarrollo de nacimiento
pretérmino a 32 semanas de gestacion (Sorokin et al., 2010). Adicionalmente, IL-6 es parte
clave de la respuesta inmune que las membranas fetales selectivamente estimuladas con

endotoxina bacteriana en la region coriodecidual (Pineda-Torres et al., 2014).

También se ha demostrado que el epitelio amnidtico también sintetiza IL-6 como parte del
proceso inflamatorio asociado a la infeccion in vitro con Mycoplasmahominis y
Streptococcus aureus (Reisenberger et al., 1998) resultados que coinciden con lo observado
en monocitos de sangre de cordon umbilical de neonatos a término y pretérmino

estimulados con diferentes patégenos (Tatad et al., 2008).

Como era de esperarse, la estimulacion de las CMSIs con LPS indujo el incremento
significativo de IL-6 secretada al medio de cultivo, este resultado es consistente con la
informacion publicada recientemente por nuestro grupo en el que demostramos que
explantes de placentas a término secretan IL-6 después de estimularlas con endotoxina.
Otro modelo experimental también demuestra que monocitos en cultivo estimulados con
plasma de mujeres preclampticas sintetiza altos niveles de I1-6 y TNF-a (Rahardjo et al.,

2014).

En nuestro modelo de estudio la co-estimulaciéon de las CMSI con P4 inhibi6é de forma
significativa la secrecion de IL-6 inducida por LPS. La capacidad de la P4 para inhibir a
esta citocina ha sido también reportada en células mononucleares obtenidas de arterias
maternas y fetales (Gotkin et al., 2006). Evidencia adicional sustenta que una regulacion
similar ocurre en un modelo de fibroblastos uterinos humanos (Lei et al., 2012) y en un

modelo de estimulacion ex vivo en explantes de utero murino gestante, en el que se
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demostrd que la P4 inhibe los niveles de IL-6 inducidos por la estimulacion con LPS (Anbe

etal., 2007).

A nivel clinico se ha documentado que pacientes con riesgo de parto pretérmino tratadas
con dihidrogesterona presentan niveles significativamente bajos de varias citocinas pro-
inflamatorias incluida I1-6 en comparacion con mujeres que no recibieron el tratamiento
hormonal (Hudi¢ et al., 2011b). Otro ejemplo de la capacidad de la P4 para modificar el
radio TH1/TH2 fue evidenciado en un modelo in vitro en el que PBMCs de mujeres con
historial de abortos recurrentes incrementan los niveles de IL-6 e IL-4 en respuesta al

tratamiento con dihidrogesterona (Raghupathy., et al. 2005a).

El papel inmuno-modulador de IL-6 es complejo como demostré el trabajo de Holckberg G
(2007) quien concluye que la secrecion de IL-6 en placentas humanas depende de la edad
gestacional, de la sensibilidad diferencial de los lados materno y fetal al estimulo con LPS

y a la relacion de la concentracion entre IL-6 y TNF-a (Wenstrom et al., 1998).

Existen elementos de evidencia que sustentan que si bien IL-6 puede ser considerada una
citocina pro-inflamatoria, su potencia y propiedades citotoxicas son menores a las descritas
para IL-1B y TNF-a. De hecho existen estudios que demuestran que a diferencia de IL-1B y
TNF-0, I1-6 no puede inducir apoptosis en membranas fetales (Fortunato yMenon, 2003) ni
tampoco promover parto pretérmino en un modelo de primates no humanos (Sadowsky et

al., 2006).

El co-tratamiento con P4 (0.01uM) logro reducir significativamente la produccion de IL-6
en las CMSI, evento que concuerda con la evidencia descrita hasta el momento. (Gianonni

etal., 2011).

IL-8 es una quimiocina pro-inflamatoria secretada por varios tipos celulares incluidos

monocitos y células endoteliales, tiene la capacidad de reclutar y activar neutrofilos y su
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papel es clave en la integracion de una respuesta inmune durante un proceso infeccioso
permitiendo que las células reclutadas potencien la respuesta inmune en el o los tejidos

infectados (Pavon et al., 2016).

En la unidad feto placentaria IL-8 es sintetizada por tejidos maternos (decidua) y fetales
(amnios y corion) de manera basal y en respuesta a estimulos inmunologicos y/o
infecciosos (Trautman et al., 1992, Dudley et al., 1993), y su expresion a nivel de RNAm
es constitutiva independientemente de si los tejidos son a término, pre-término o asociados

a infeccion (Dudley et al., 1996).

Evidencia clinica y experimental sustentan que altos niveles de IL-8 estan asociados con la
respuesta inmune de pacientes que desarrollan corioamnioitis (Hagberg et al., 2005) y/o
partopretérmino (Romero et al.,, 1993a) lo que sugiere que IL-8 es parte clave de la

capacidades inmunes de la cavidad amniotica durante una invasién microbiana.

En el presente trabajo demostramos que la estimulacion de las CMSI con LPS induce el
incremento significativo de la concentracion de IL-8. Este patrén de respuesta ha sido
demostrado en un modelo de infeccion choriodecidual en membranas fetales en el que la

coriodecidua resulto ser la principal fuente de esta quimiocina (Pineda-Torres et al., 2014).

Desde hace mas de 30 afios ha quedado demostrado que la placenta es una fuente
importante de IL-8 (Shimoya., 1991) y explantes de placentas con y sin trabajo de parto
parecen no mostrar diferencias en los niveles de esta quimiocina. Sin embargo, su
concentracion es significativamente mas alta en placentas con corioamnioitis histologica
(Saito et al, 1994) y se ha demostrado que IL-8 es inmunolocalizada en citotrofoblastos,
sincitiotrofoblastos, células de Hofbauer, estroma decidual, en glandulas endometriales y en

los linfocitos que radican en este tejido (Saito et al., 1994).
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La capacidad de la placenta para responder ante retos inmunoldgicos secretando altos
niveles de IL-8 también fue confirmada en explantes de placentas a término estimuladas

con LPS (Garcia-Ruiz et al., 2015).

En el presente trabajo demostramos que al estimular a las CMSI con diferentes
concentraciones de P4, los niveles de IL-8 disminuyeron de manera significativa, este
efecto fue reportado por primera vez por Kelly et al., (1992) en cultivos de células
coriodeciduales y recientemente confirmado en un modelo ex vivo de explantes de

vellosidades placentarias humanas a término (Garcia-Ruiz et al., 2015).

Por otro lado evidencia obtenida de células THP-1 en cultivo demuestran que la P4
incrementa la produccion de IL-8 inducido por el estimulo con E. coli o U. urealyticum

(Vidaeff et al., 2007).

Parte de los complejos mecanismos inmunologicos de la placenta en los que convergen la
inmunidad adaptiva y la inmunidad innata incluye la demostracion de que los linfocitos T
CD4+ pueden activamente migrar hacia la coriodecidua durante el trabajo de parto y
secretar altos niveles de quimiocinas y citocinas incluidas IL-8 (Gomez-Lopez et al., 2013).
Los co-tratamientos de P4 lograron inhibir exitosamente la secrecion de IL-8 en los cultivos

de células CMSI, siendo la concentracion mas efectiva la de 0.01puM.

Otro molécula clave con la capacidad de quimio-atraer a poblaciones celulares del sistema
inmune hacia el sitio inmunocomprometido es Mip-1la, y es parte de la respuesta inmune
del hospedero ante infecciones virales, bacterianas, micéticas y parasitarias. Su mecanismo
de accion incluye la regulacion del trafico y la activacion de células inflamatorias

especificas como macrofagos, linfocitos CD8+ y células NK (Pirog et al., 2010).

Por la naturaleza inmunoreguladora de la placenta, no es extrafio que sea un tejido que

sintetiza y secreta diferentes moléculas quimioatrayentes incluidas IL-8, RANTES
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(Regulated on Activation, Normal T Cell Expressed and Secreted, por sus siglas en ingles)
y MIP-1a (Moussa et al., 2001). Existen reportes que indican que Mip-1la es producida por
células deciduales en cultivo y en respuesta al estimulo con IL-18, TNF-0, IL-4 y LPS

(Dudley et al., 1995).

En este trabajo nosotros confirmarnos que Mip-1la es secretada en respuesta al estimulo con
LPS, lo cual tiene sentido ya que previamente demostramos que explantes vellosos de
placenta incrementan los niveles secretados de Mip-la después de ser estimulados con
endotoxina bacteriana. Estos resultados coinciden con lo previamente observado con
células deciduales y corionicas humanas en cultivo estimuladas con Streptococo del grupo
B y/o acido lipoteicoico (Dudley et al., 1997, 1996) y en cultivos de PBMCs humanos
(Kimata et al., 1998 y Sherry et al., 1998.).

A pesar que los tejidos extraembrionarios son activos productores de MIP-1a, esta
quimiocina es practicamente indetectable en liquido amnidtico durante el 2° trimestre y 3°

trimestre del embarazo (Romero et al., 1994).

Evidencia clinica sustenta que los niveles de MIP-1a e IL-8 incrementan de manera
significativa en el liquido amnidtico de mujeres con parto pretérmino e invasion microbiana
de la cavidad amnidtica (Romero et al., 1993b). Adicionalmente se ha podido demostrar
que quimiocinas como, IL-8, MCP-1 e IP-10 presentes en extractos de membranas fetales a
término con trabajo de parto quimio-atraen diferentes poblaciones de leucocitos claves en el

inicio y progresion del trabajo de parto (Gomez-Lopez et al., 2009).

Tomando en consideracion que la placenta es un 6érgano inmuno-enddcrino, es de suponer
que factores hormonales e inmunes se auto regulen. En este sentido nosotros demostramos
que concentraciones de P4 similares a las presentes en el embarazo inhibieron de manera

significativa los niveles de MIP-1a inducidos por el tratamiento con LPS.
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Hasta la fecha solamente nuestro grupo ha demostrado que en placenta la estimulacion con
P4 puede inhibir la sintesis de Mip-la secretada en respuesta a LPS (Garcia-Ruiz et al.,

2015), estos resultados son consistentes con el presente trabajo.

En un modelo de infeccion con VIH se pudo demostrar que el tratamiento de Linfocitos T
CD8+ con P4 inhibe de manera significativa varias quimiocinas incluidas Mip-1a, Mip-1

y RANTES (Vassiliadou et al., 1999).

Nuestros resultados concuerdan con lo reportado en las evidencias anteriores pues los

niveles de Mip-1a fueron suprimidos por la concentracion més baja de P4 (0.01 pM).

El equilibrio entre factores pro-inflamatorios y anti-inflamatorios es crucial para el éxito del
embarazo. 1l-10 es una citocina tipo TH2 con potentes efectos inmunosupresores cuyos
efectos son ejercidos en una amplia variedad de células inmunes sobre las que destacan la
inhibicién de la produccion de citocinas pro-inflamatorias y del proceso de presentacion de
antigenos, inhibe la activacion de Linfocitos T citotoxicos y modula la funcion de las
células Treg favoreciendo la creacion en el utero de un ambiente inmunologicamente

permisivo para el producto (Mor, 2006).

Desde el punto de vista clinico, el papel de IL-10 parece estar asociado con un cambio en
el equilibrio entre factores pro y anti-inflamatorios, existe evidencia del trabajo de parto

esta asociado con bajos niveles de IL-10 (Simpson, 1998).

Las primeras evidencias respecto al papel de la IL-10 durante el embarazo fueron
sustentadas en modelos murinos de aborto espontdneo, en los cuales se pudo demostrar que
esta condicion patologica esta asociada con bajos niveles de IL-10 y puede ser revertida por

la administracion exogena de IL-10 recombinante (Chaouat et al., 2005).
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A diferencia de otros estudios hechos en tejidos extraembrionarios humanos en los que se
demuestra que la estimulacion con LPS induce el incremento significativo de IL-10 (Flores-
Espinosa et al., 2013, Pineda-Torres et al., 2014, Garcia-Ruiz et al., 2015), en el presente
trabajo en el que estimulamos células inmunes de sangre placentaria de gestaciones a
término, el tratamiento con endotoxina no induce cambios significativos en los niveles de
IL-10 secretados in vitro. Estas diferencias pueden deberse a la naturaleza del tejido y a las
capacidades inmunes de los mismos, esto se soporta por estudios que demuestran que la
infeccion con Streptococcus del grupo B (SGB) de monocitos de sangre de cordon aislados
de neonatos a término induce la secrecion de niveles mas bajas de IL-10 en células de
neonatos a término comparadas con el mismo tipo celular de neonatos pretérmino (Tatad et

al., 2008).

En un estudio hecho en células polimorfonucleares y PBMCs aislados de sangre de cordon
umbilical de neonatos a término concluye que los niveles de IL-10 secretados in vitro por
estas células no es suficiente para inhibir la liberacion de IL-8 por estas células, sin
embargo, cuando son tratadas con IL-10 exdgena disminuyen los niveles de esta

quimiocina.

Si bien en nuestro laboratorio hemos demostrado que el tratamiento con LPS induce el
aumento significativo de los niveles de IL-10 en explantes vellosos de placentas a término
(Garcia-Ruiz et al., 2015), otro estudio sustenta que la perfusion de placenta a término con
endotoxina no modifica los niveles de esta citocina (Chaouat et al., 2005). Otro modelo que
sustenta que células profesionales del sistema inmune no modifican los niveles de IL-10
después de ser activadas por LPS fue demostrado en células dendriticas de rata (Butts et

al., 2007)

Respecto al papel de la P4 sobre la expresion de IL-10 hemos demostrado en un modelo ex
vivo de infeccion choriodecidual que esta hormona puede disminuir los niveles de IL-10

secretados tanto por el amnios como la coriodecidua (Pineda-Torres et al., 2014), sin
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embargo, en nuestro estudio el tratamiento con P4 (1uM) incrementa los niveles de IL-10
en comparacion con el control y con las células tratadas unicamente con LPS. Este
resultado puede concordar con los obtenidos en un modelo de explantes de arteria feto-

placentaria en el que se demostroé que la P4 no modifica los niveles de IL-10 inducidos por

LPS (Shields et al., 2005)

En el contexto de infeccion, el proceso inflamatorio es parte de una primera oleada de
marcadores inmunoldgicos que modifican profundamente el ambiente de la unidad
materno-fetal. Una vez que la inflamacién se ha establecido, se favorece la sintesis y
actividad de otros moduladores con propiedades efectoras entre los que destacan las MMPs.
La actividad de estas enzimas es clave para mantener el equilibrio entre la sintesis y la
degradacion de diferentes elementos de la matriz extracelular de los diferentes tejidos

(Raffetto y Khalil, 2008).

Evidencia clinica y experimental sustenta que varias citocinas como IL-1B, TNF-a e 11-6
pueden inducir el incremento en los niveles de MMP-9, enzima con propiedades de
gelatinasa a la que se le ha atribuido un papel clave en el inicio y progresion del trabajo de
parto normal ya que participa en el proceso de degradacion de matriz extracelular y pérdida
de la continuidad estructural de las membranas fetales humanas (Butts et al., 2007, Gomez-

Lopez et al., 2013).

Si bien MMP-9 participa del proceso normal de trabajo de parto también esta involucrada
en el mecanismo de dafio tisular asociado a infeccidn; niveles altos de esta enzima en
liquido amniodtico han sido relacionados con procesos de infeccion intra-amniotica

(Harirah, 2002 y Locksmith, 1999).

En el presente trabajo nosotros demostramos que la estimulacion de CMSI con LPS induce,
en el tejido un incremento en los niveles de MMP-9 total (activa y pro-enzima), este

incremento se explica en parte porque como ya hemos discutido, estas células respondieron
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al estimulo con la endotoxina secretando cantidades significativas de IL-1p, TNF-a e IL-6.
Estos hallazgos coinciden con lo observado en membranas fetales (Pineda-Torres et al.,
2014, Garcia-Lopez et al., 2007) y en explantes de placenta humana a término (Garcia-Ruiz

etal., 2015).

En este contexto existe evidencia que indica que IL-10 juega un papel clave en el proceso
de placentacion y la invasion del trofoblasto la cual ha sido asociada con altos niveles de

MMP-9 y bajos niveles de IL-10 (Steams et al., 1995, Garcia-Lopez et al., 2007).

Si bien en nuestro modelo la co-estimulacion con diferentes concentraciones de P4 no
disminuyd de manera significativa los niveles de MMP-9 la tendencia muestra una clara
disminucién siendo la menor concentracion la mas efectiva (0.01uM). La capacidad de esta
hormona para inhibir la expresion MMP-9 ha sido previamente reportado en fibroblastos
cervicales de coneja (Locksmith, et al., 1999), ademés que se ha demostrado que la P4
también inhibe la expresion de MMP-1 y MMP-3 en células deciduales a término, ambas
enzimas estan involucradas en el proceso de ruptura de membranas fisiologico y patoldgico

(Oner et al., 2008).

En tejidos gestaciones como membranas fetales y explantes placentarios humanos se ha
podido demostrar que la P4 ejerce efectos anti-inflamatorios a través de la union de ésta
con el RP y lo cual esta soportado por el hecho de que los efectos asociados a la P4 fueron
inhibidos por el anti-progestageno RU486 que ejerce sus efectos a través de la unién
especifico con el RP y el receptor de glucocorticoides (GR)(Garcia-Ruiz et al.;

2015,Pineda-Torres M., 2014; Flores-Espinosa et al., 2013).

En el presente trabajo los efectos inmuno-moduladores de la P4 no son revertidos por el
mismo anti-progestdgeno, por la tanto asumimos que la P4 esta ejerciendo sus efectos a

través de un mecanismo independiente del RP nuclear (RPn) clasico.
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Estos resultados concuerdan con el hecho de que la células del sistema inmune
(especificamente leucocitos) no expresan el RNAm del RPn y que existe evidencia que
sustenta que la P4 inmunomodula la respuesta inflamatoria de células como monocitos y
macrofagos a través de su union con el RP membranal (RPm) el cual esta acoplado a la via

de proteinas G (Thomas et al., 2014).
Ademas, si bien en este estudio no analizamos el perfil de union de la P4 a otros receptores
de hormonas esteroides, no podemos descartar que esta hormona esté ejerciendo efectos

anti-inflamatorios a través del RG el cual es altamente expresado en los PBMC:s.

P4 inhibe la inflamacion a través de NF-«f hace falta hacer més estudios para caracterizar

el mecanismo de accion
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9. CONCLUSIONES

1.- En el presente trabajo se estandarizaron los procedimientos para la obtencion y cultivo
de células mononucleares viables y metabolicamente activas provenientes del espacio

intervelloso de la placenta las cuales fueron usadas como modelo experimental.

2.- Se demostro que las CMSI estan constituidas en un 80% por células de origen materno y

20% de origen fetal.

4.- Al ser estimuladas con LPS se observo que las CMSI en cultivo con capaces de montar
una respuesta inflamatoria al secretar citocinas y factores pro-degradativos al medio de

forma similar en la que ocurriria en un escenario in vivo.

5.- Se concluy6 que en este modelo experimental la P4 tiene la capacidad de modular la
produccion de citocinas pro-inflamatorias y factores degradativos generados por el estimulo

con LPS.

6.- El anti-progestageno RU486 no inhibe los efectos inmuno-moduladores de la P4 en
CMSI como lo haria en tejidos placentarios por lo que se podria indagar que poseen

diferentes mecanismos de accion.
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