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ABSTRACT

INTRODUCTION: Infections during pregnancy induce in the human fetal
membranes (HFM) the secretion of different immunological mediators. Recently,
the participation of a class of non-coding RNA (miRNA) involved in the regulation
of the inflammatory response has been found. The main objective was to
determine the expression of miR-146a and -451a in HFM during stimulation with E.
coli in an infection model.

METHODS: Six HFM were processed and mounted in the Transwell system as
previously previously [1]. Choriodecidua (CHD) or amniotic epithelium (AM) were
stimulated directly with E. coli (102, 104, 10° and 10® CFU / mL) for 3, 6 and 24
hours. Subsequently, the culture medium was recovered both from the stimulation
zone and from the opposite zone. The RNA was obtained by the TRIzol reagent.
The retrotranscription and the amplification to the final point were carried out with
their specific primers. The expression bands were determined by the optical
density with the ImageJ program. The data are shown as the mean + standard
deviation and a significant difference less than 0.05 is considered

RESULTS: E. coli for 3, 6 and 24 hours, observing an increase in the expression
profile of miR-146a and miR-451a with respect to the controls (p.<0.05). In the
same interval of stimulation and time, we observed in the amniotic epithelium an
increase in the expression of miR-146 and miR-451 with respect to the controls (p
<0.05). When we estimated in the AM, the miR-146 increased in both regions (AM
and CHD) with respect to the controls (p <0.05); however, miR-451 there are no
significant differences in both regions compared to the control (p <0.05).

DISCUSSION: There is a differential expression of miR-146a and -451a between
the CHD tissue and the AM epithelium, which depends on the site of stimulation. In
the amniotic epithelium, we did not observe variations in the expression of miR-
451a, which is why its functional role as a modulator of the inflammatory response
is investigated. These results as a whole include an export mechanism between
the miR-146a and the -451a tissue of the CHD and the AM epithelium.

Key words: Choriodecidua, Escherichia coli, microRNAs, innate immune response.
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RESUMEN

INTRODUCCION: Las infecciones durante el embarazo inducen en las
membranas fetales humanas (MFH) la secrecion de diferentes mediadores
inmunolégicos. Recientemente, se ha demostrado la participacion de una clase de
RNA no codificante (miRNA) implicados en la regulaciéon de la respuesta
inflamatoria. El principal objetivo fue determinar la expresion de miR-146a vy -451a
en HFM durante la estimulacién con E. coli en un modelo de infeccion.

METODOS: Se procesaron y montaron seis MFH en el sistema de Transwell como
ha sido descrito previamente [1]. La coriodecidua (CDH) o el epitelio amniotico
(AM) se estimularon directamente con E. coli (102, 104, 10° y 10® UFC/mL) durante
3, 6 y 24 horas. Posteriormente, se recuperé el medio de cultivo tanto de la zona
de estimulacion como de la zona opuesta. El RNA se obtuvo mediante el reactivo
de TRIzol. La retrotranscripcion y la amplificacion a punto final se realizaron con
sus iniciadores especificos. Las bandas de expresion fueron determinadas por la
densidad 6ptica con el programa ImageJ. Los datos se presentan como la media +
desviacion estandar y se consider6 una diferencia significativa menor a 0.05

RESULTADOS: Después de estimular directamente el tejido de la CHD con las
diferentes concentraciones de E. coli durante 3, 6 y 24 horas, observamos un
aumento en el perfil de expresion de miR-146a y miR-451a con respecto a los
controles (p <0.05). En el mismo intervalo de estimulacién y tiempo, observamos
en el epitelio amnidético un aumento en la expresion de miR-146 y miR-451 con
respecto a los controles (p <0.05). Cuando estimulamos en el AM, el miR-146
aument6é en ambas regiones (AM y CHD) con respecto a los controles (p <0.05);
sin embargo, el miR-451 no mostrd diferencias significativas en ambas regiones
en comparacion con el control (p <0.05).

DISCUSION: Existe una expresion diferencial del miR-146a y el -451a entre el
tejido de la CHD vy el epitelio AM el cual depende del sitio de estimulacion. En el
epitelio amniotico no observamos variaciones en la expresion del miR-451a por lo
gue se investigard su papel funcional como modulador de la respuesta
inflamatoria. Estos resultados en su conjunto sugieren un mecanismos de
exportacion entre el miR-146a vy el -451a del tejido de la CHD vy el epitelio AM.

Palabras clave: Coriodecidua, Escherichia coli, microRNAs, respuesta inmune
innata.
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1.0 INTRODUCCION

Las membranas fetales humanas (MFH) se forman a partir de las células del
epiblasto del embrién en desarrollo y da origen tanto al epitelio amniético como al
tejido de la coriodecidua [1]. Las MFH, son una entidad altamente organizada y
dinamica que proporcionan proteccion mecéanica e inmunolégica al desarrollo fetal
[2-4]. A lo largo del embarazo las MFH se encuentran en un estado latente,
caracterizado por diferentes mediadores entre los que se encuentran las
interleucinas (IL- 4, IL-10), el factor de crecimiento tumoral tipo 1l-beta [2], asi
como de la progesterona (P4) [5; 6]; sin embargo, éste perfil cambia hacia el final
del embarazo caracterizado por la secrecion de citocinas como la interleucina de
tipo 1-beta (IL-1B) y el factor de necrosis tumoral tipo alfa (TNF-a), quimiocinas (IL-
8), marcadores uterotonicos como la prostaglandina (PGE) los cuales promoveran
en su conjunto la secrecidén de las metaloproteasas de matriz extracelular de tipo
colagenolitica (MMP-2 y -9) que comprometeran la fuerza y organizacion de las
MFH [6]. Recientemente, se ha demostrado la participacion de una clase de RNA
pequefios no-codificantes denominados microRNAs (miRNAs) los cuales estan
implicados con la regulacion de la respuesta inflamatoria [7; 8]. Los miRNAs
constituyen una amplia familia de moléculas de RNA con un tamafio de
aproximadamente 21 nucleétidos, estas pequefias moléculas controlan la
expresion génica post transcripcional al silenciar la traduccion del RNA mensajero
o al promover su degradacion en el citoplasma. Se sabe que varios miRNAs
intervienen en la traduccion de proteinas que participan en la transduccion de la
respuesta immune innata, asociadas a los receptores de tipo Toll como son el
complejo de MyD88, TRAF6/IRAK1 [9; 10] y en la proteina de NF-kB.
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2.0 ANTECEDENTES

2.1 Origen y estructura de las membranas fetales humanas.

Las membranas fetales humanas (MFH) son un tejido accesorio de la placenta
qgue comprende el epitelio amnidtico (AM) y el tejido de la coriodecidua (CDH). El
epitelio amnidtico se forma a partir de los 8 dias de la fertilizacion cuando ya esta
formado el blastocisto, esta masa celular interna del blastocisto forma un disco
bilaminar formando el epiblasto y el hipoblasto [1; 11], al mismo tiempo, se genera
un espacio en el epiblasto conocido como la cavidad amniética rudimentaria. Las
células del epiblasto que se encuentran en contacto con el sincitiotrofoblasto son
conocidas como amnioblastos y éstas dan origen al epitelio amniotico (FIG. 1A) [1;
11; 12]. Posteriormente, las células del hipoblasto migran, diferenciandose en
células mesenquimales (mesodermo extraembrionario) que daran origen a la capa

de fibroblastos y de colageno o tejido conectivo [11; 12].

El corion, se origina de una regresion parcial de vellosidades corionicas; es decir,
conforme el saco gestacional crezca, las vellosidades van a comprimir la parte
baja de este saco, adyacente a la decidua basal y se reducira el suministro
vascular provocando su degeneracion. Alrededor de la semana 6-8 se observa el
tejido avascular liso del corion. Después, la fusion entre el tejido de la corion y el
amnios se generara a partir de la expansion de la cavidad amniotica, formandose

la membrana corioamniodtica a las 17-20 semanas de gestacion [4; 12] (FIG. 1B).

14



. Amnios

Tallo de conexion
Intestino embrionario
Saco vitelino

Cavidad coridnica
Cavidad corionica

- Saco amniético

Blastocisto Dia8 Dia 20
e — Intestino
» = o
S 6% \ ¥ \ ~ Corddn umbilical
/ /. \\ l, _‘ /) \
/ (q/" { ) / \ A
(& - | A / X ~ Saco vitelino
=» (& B (M= )
N/ \ et ] A * / 3 -
N / \ adl ™~ Saco coridnico
\ a Qi , Saco amniético
N\ f
Dia 40 1719 N
semanas Placenta a término
»>— Placenta
% Cavidad amniética Sefiales organogénicas
vitelino
A B P —— Amnios

Saco coridnico

FIGURA 1. Organogénesis de las membranas fetales. A. Epitelio amniético. A los 8 dias después de la
fertilizacién, la masa celular interna genera el disco bilaminal diferenciado en epiblasto e hipoblasto. La
cavidad amniética aparece en el centro del disco bilaminal. Conforme la cavidad se va expandiendo las células
del epiblasto e hipoblasto migran. Modificado de Miki (2011). B. Corion y fusién de amnio-corion. Las
vellosidades coriénicas cubren la superficie del saco gestacional a las cuatro semanas de gestacion, después,
algunas de las vellosidades comienzan a degenerarse formando el corion. La cavidad amnidtica se agranda,
se expande hacia afuera y se fusiona con el corion a las 17-20 semanas de gestacion formando la membrana

Cordén umbilical

(corion velloso)

Remanente del saco

fetal. Modificado de llancheran y colaboradores (2009).

Como ya se ha mencionado, las MFH comprenden dos capas, el amnios y el
corion, ambas capas poseen subcapas que sirven como conexion entre ambas y
se le conoce como la matriz extracelular rica en colageno (ECM por sus siglas en
inglés) [4]. El amnios posee un grosor de ~0.02/0.05 mm, su estructura comprende
5 capas: el epitelio amniético, la membrana basal, la capa compacta, la capa de

fibroblastos y la capa esponjosa (FIG.2) [13].
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FIGURA 2. Estructura de las membranas fetales. A. Ubicacidon anatémica de las membranas fetales.
Después del miometrio, se encuentra la placenta, donde se alojan las membranas fetales humanas. En la parte
superficial (a partir de la placenta hasta el fluido amniético) se encuentra la coriodecidua y en la regiébn mas
interna el amnios (color azul). B. Estructura de las membranas fetales. La descripcion comienza desde la
capa mas interna (amnios) y termina en el Gtero. Las células epiteliales de amnios estan conectadas a la
primera capa de la ECM llamada la membrana basal/capa compacta. La capa fibrosa, esponjosa y capas
reticulares le proceden las cuales contienen células del estroma (células moradas). El corion se conecta al ECM
a través de una membrana pseudo-basal. El corion se compone de dos tipos de celdas: (1) Células superficiales
del corion que contienen vacuolas (circulos amarillos oscuros) y (2) las células de trofoblastos de corion. El
corion interactta con la decidua, comunicando al feto con los compartimentos maternos del Gtero. Tomada de
Martin (2018).

El epitelio amnidtico: Es la capa mas interna del amnios y esta en contacto con el
liquido amnidtico. Esta capa comprende una unica linea celular con forma cuboidal
y las células son mononucleares e internamente poseen muchas vacuolas de
distintos tamafos. La cara opuesta de la membrana basal, es decir, la que esta
dando cara del liquido amniético es convexa y presenta en toda su extension
microvellosidades [11; 13]. Estas células secretan glicoproteinas y fibras de
colageno, para la estructura de la membrana basal. Las células epiteliales también
secretan una amplia variedad de factores de crecimiento y citocinas como o son
los factores de crecimiento transformante alfa y beta (TGF-a y TGF-B), interleucina
8 (IL-8), factores de crecimiento parecidos a la insulina, proteinas de unién, entre

otras moléculas [11].
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Membrana basal: Esta capa delgada que sigue del epitelio y posee una red de
fibras reticulares, contiene colageno intersticial y sirve como andamiaje para otras

proteinas estructurales (laminina, entacina y proteoglicanos) [14].

Capa compacta: Esta capa practicamente no posee células; sin embargo, es una
red compleja de fibras reticulares, es la capa mas fuerte del amnios, es una maya
que superpone las fibras y permite su elasticidad. En esta se observan camulos de
colageno lo cual le permite su elasticidad y mantiene la integridad del amnios [13;
15].

Capa de fibroblastos: Es la capa mas gruesa del amnios, comprende una red laxa
de fibroblastos embebidos en una masa de reticulina, baflados en mucina. Esta

capa permite la unidn con el corion, el cual esta adosado a la decidua.

Capa esponjosa: El tejido del celoma extraembrionario se comprime entre el
amnios y el corion para formar la capa esponjosa. Sus haces de reticulina son
fibras ramificadas que tienen nédulos de forma triangular en las uniones. Algunos
fibroblastos aislados estan presentes en esta capa. Esta capa con frecuencia se
vuelve edematosa y, como tal, explica el aumento de espesor que a menudo
ocurre en el amnios. Permite que el amnios se deslice sobre el corion subyacente

gue esta firmemente adherido a la decidua materna.

El corion: Se encuentra cercano a la decidua materna y permite la tolerancia
materno-fetal [4], posee cuatro capas que van del amnios a la decidua: celular,

reticular, la membrana pseudo-basal y el trofoblasto (FIG. 2).

La capa celular: Es una capa delgada que consiste de una red entrelazada de
fibroblastos.

La capa reticular: Esta capa posee la mayor parte del grosor del corion y consiste
17



en una red reticular, estas fibras tienden a ser paralelas y presentan nodos de

donde divergen las ramas del corion.

Membrana pseudo-basal. En esta membrana el trofoblasto descansa, se puede
decir que es la membrana basal del trofoblasto. Es una capa densa de tejido
conectivo y de conexion a la capa reticular ya que internaliza sus fibras para la

comunicacion con el trofoblasto.

Trofoblasto: La capa mas profunda del corion, puede tener de 2 a 10 capas de
células del trofoblasto, posee residuos de las vellosidades del corion.

2.2 Funcién de las membranas fetales humanas.

Durante el embarazo, las membranas fetales humanas cumplen una funcion
fundamental de proteccion al feto y a la madre, ademas de proteger al feto
permiten su correcto crecimiento y desarrollo, sufriendo modificaciones tanto

mecanicas, estructurales, inmunologicas y endocrinas [4; 16].

La proteccion mecanica de las MFH permite el crecimiento fetal, ya que la matriz
extracelular rica en colageno (ECM) posee proteinas fibrosas embebidas en un gel
de polisacéaridos y diferentes tipos de colageno lo que les da la propiedad de
elasticidad, es decir, las MFH van a modificar su estructura conforme el feto vaya
creciendo. La ECM responde activamente a la regeneracion de los tejidos a partir
de factores de crecimiento que promueven la proliferacion, la migracién y la
diferenciacion de las células epiteliales durante la gestacion. Por ejemplo, el factor
de crecimiento epidérmico y de queratinocitos estimula la proliferacion y migracion
de las células epiteliales, jugando un papel importante en la remodelacion de
tejidos. De la misma manera, el factor de crecimiento transformante tipo beta

(TGF-B) regula la proliferacion celular, la migracion y la diferenciaciéon, asi como la
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remodelacion de la matriz extracelular. Por otra parte, TGF-f inhibe la degradacién
de ECM aumentando la produccion de coldgeno, suprimiendo la expresion de
metaloproteinasas y estimulando sus inhibidores de tejido. Toda esta respuesta
latente de la ECM es la que permite el crecimiento de las MFH proporcionalmente

con el crecimiento fetal.

Ademas de las propiedades tensiles de las MFH, poseen la capacidad de secretar
citocinas anti-inflamatorias Th2 (IL-4, IL-10) se secretan durante un embarazo
normal, cumpliendo con diferentes funciones como promover la formacion
placentaria, modular la invasién y diferenciacion del trofoblasto, inducir la
proliferacion placentaria y angiogénesis e inhibir la secrecién de citocinas pro-
inflamatorias. La citocina tipo 4 (IL-4) se produce comunmente por las células
inmunoldgicas de la placenta, aunque también las MFH secretan altas cantidades
de esta citocina y de su promotor la progesterona (Ps), estas moléculas en
conjunto inhiben la secrecion de citocinas del tipo Thl (pro-inflamatorias). Las
células deciduales son importantes productoras de IL-10, la funcién que cumple es
el mantenimiento del tejido placentario y el crecimiento y desarrollo del feto. En
mujeres embarazadas, se ha observado el incremento de IL-10 durante los 2

primeros trimestres del embarazo y una disminucioén en el tercer trimestre [17; 18].

Como se ha mencionado, el tejido de la coriodecidua permite la tolerancia
materno-fetal, estudios han demostrado que en células de la decidua se expresan
linfocitos B que en respuesta al estimulo de IL-4, IL-6 e IL-10 expresan IgG y
alguna disrupcién en este mecanismo podria producir un aborto. IgG es una
molécula de histocompatibilidad de clase | que tiene una funcién fundamental en la
tolerancia del feto a través de la inhibicion de la citolisis celular fetal por medio de
las células natural killer (NK) [16; 18; 19].
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Las células deciduales expresan macrofagos capaces de secretar moléculas
reguladoras como IL-10, prostaglandinas, esta clase de macrofagos son de tipo 2
(M2), por su fenotipo anti-inflamatorio y capaz de llevar a cabo la remodelacion del
tejido [19].

2.3 Ruptura de las membranas fetales humanas

Al final del embarazo, a partir de las 37 semanas, disminuye toda la respuesta
anti-inflamatoria (IL-10, TGF-B, IL-1), consecuentemente se desencadena una
respuesta pro-inflamatoria por parte de las MFH habiendo una secrecion de IL-18,
TNF-a e IL-8, y se produce la secrecion de MMP-2, MMP-9 y factores
uterotonicos. La secrecion de MMP-2, -9 y factores uterotonicos producen la
degradacion de la ECM y se separa el amnios de la coriodecidua, a este
fendmeno se le conoce como ruptura de las membranas fetales humanas [15; 16;
20]. La ruptura de las membranas fetales humanas ocurre en respuesta de
factores uterotonicos (oxitocina, vasopresina) que llevan a cabo las contracciones
uterinas. Ademas, la infiltracion de células T, neutréfilos y macréfagos favorece la
respuesta inflamatoria en las MFH. La infiltracion de los leucocitos puede ocurrir
por el miometrio o por la cavidad uterina, sin embargo, la cavidad uterina la cual
esta en estrecho contacto con la coriodecidua es el principal medio de infiltracion
de leucocitos para las MFH [16; 21]. Al mismo tiempo en que los leucocitos se
infiltran por la coriodecidua [22], el amnio-corion empieza a secretar agentes
guimiotacticos y entonces en las MFH muestran un incremento de células Thl y
de monocitos los que permiten una gran sefializacién para el trabajo de parto que
incluye la secrecion de citocinas inflamatorias como el factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a), IL-8, IL-1B, IL-6, CXCL-8. Estas moléculas son el primer paso a la
respuesta inflamatoria ya que anteceden a una segunda respuesta inflamatoria
[15; 16].
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Por ejemplo, IL-18 y TNFa inducen la produccion de prostaglandinas, MMP-2, y
MMP-9. IL-8 es regulada por IL-1B3, IL-8 mejora las contracciones uterinas
miometriales inducidas por IL-1p a través de la prostaglandina lo cual aumenta la
expresion de los receptores de TGF-a en el miometrio [16]. Esta bien reportado
que después de la primer respuesta inflamatoria, las células Thl secretan la
metaloproteinasa 2 y 9 de tipo colagenolitica (MMP-9, -2) y a partir de estas
moléculas se degradan diferentes componentes de la matriz extracelular y

generan la ruptura de las MFH durante el trabajo de parto [15; 16].

Ademas de estos factores, Menon (2016) ha reportado que la ruptura de las MFH
también se debe a la senescencia inducida por p38 MAPK dependiente de
telomeros. p38 MAPK se activa a partir del estrés oxidativo generado por la misma
respuesta inflamatoria y el colapso proteolitico de la ECM, y una vez que se
incrementa la p38 MAPK hay una disminucion en las capacidades funcionales y

mecanicas hasta favorecer la ruptura de las MFH.

Las células de membranas fetales senescentes producen un fenotipo secretor
asociado a senescencia (inflamacion de SASP) y también libera dafio pro-
inflamatorio asociado a patrones moleculares (DAMP), concretamente HMGBL1 y
fragmentos de telomeros fetales libres de células. En un ciclo de retroalimentacion,
SASP y DAMP aumentan la senescencia y aumentan la carga inflamatoria lo que

promueve el trabajo de parto [4; 23].

2.4 Infecciones intrauterinas.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2017) durante los ultimos 20
afios se ha incrementado el numero de incidencias de parto prematuro. El parto
prematuro es la activacion del parto antes de las 37 semanas del embarazo y

aproximadamente un millon de nifios prematuros mueren cada afio. Los neonatos
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nacidos prematuros que sobreviven sufren algun tipo de discapacidad de por vida
como son capacidad de aprendizaje, auditivo y visual (Romero et al., 2014). Las
causas que desencadenan un nacimiento prematuro puede ser la salud y nutricién
materna (5.0%), hemorragias producidas por desprendimientos de la decidua
(15.0%), distensiones uterinas (7.0%), causas desconocidas o idiopéticas (3.0%) y
las infecciones intrauterinas (70.0%).

Las infecciones intrauterinas provocan la ruptura prematura de las MFH, el
proceso infeccioso se inicia por una disminucién en la cuenta viable de los
lactobacilos que habitan cominmente en la microbiota vaginal (Lactobacillius.
vaginalis, L. crispatus, L. gasseri y L. jensenii), esta disminucion de lactobacilos
puede ser ocasionada por el consumo de antibioticos de la madre o por alguna
exposicion viral [24]. El lactobacilus spp. favorece a un medio saludable en el
tracto vaginal, contribuyendo al mantenimiento de un pH bajo (<4.5) por medio de
la produccion de acido lactico. Cuando disminuye la poblacién de los lactobacilos
se rompe este equilibrio y se lleva a cabo la colonizacién de bacterias patdgenas
(FIG. 3). Las bacterias patégenas como Escherichia coli, Streptococcus
agalactiae, Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma hominis ascienden por el tracto
cervico-vaginal hasta contactar con las membranas fetales quienes responden con
un proceso pro-inflamatorio, este proceso inflamatorio inicia por la secrecion de
citocinas inflamatorias IL-18, TNF-a, quimiocinas IL-8 [25; 26], las cuales
promueven la infiltracibn de células especializadas del sistema inmune como
macrofagos y células natural-killer (NK), quienes a su vez secretan factores
uterotonicos como la PGE, ademas de degradadores de matriz extracelular como
los son la MMP-2 y -9 comprometiendo a las MFH, generando la ruptura del tejido
[4; 27]. Dentro de toda esta microbiota patégena se ha observado que la cepa
Escherichia coli obtenida de la cavidad oral presenta tolerancia a endotoxinas [28],
por lo tanto, se cree que cuando la microbiota asciende en el tracto vaginal, E. coli

favorece la colonizacion [24].
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FIGURA 3. Infeccidn Intrauterina. Cuando ocurre la disminucién de Lactobacillius y el establecimiento
y colonizacién de bacterias patégenas, empieza la infeccidn con el ascenso de bacterias patégenas por
el tracto cérvico-uterino que al contactar con las membranas fetales humanas y con las células
profesionales del sistema inmunoldgico (macréfagos, células NK) se estimula la secreciéon de los
factores uterotdnicos (PGE, prostaglandina), y de las MMP-2, -9. Las bacterias al evadir la respuesta de
las MFH logran invadir el liquido amnidtico activando la secrecion de las citocinas inflamatorias y de las
MMP-2 y -9 y posteriormente al producto. Imagen modificada de Goldenberg (2000).
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2.4.1 Escherichia coli como agente patdgeno en infecciones intrauterinas.

El género Escherichia que fue nombrado por el pediatra aleman Theodor
Escherichia, consiste en una bacteria anaerobia facultativa gram-negativa que
pertenece a la familia Enterobacteriaceae. La especie de este género, Escherichia
coli (E. coli), cominmente se encuentra en la microbiota intestinal [29], algunas
cepas de E. coli pueden provocar una gran variedad de enfermedades infecciosas
como diarrea, infecciones del tracto urinario, septicemia y meningitis neonatal. Los
analisis filogenéticos han demostrado que las cepas de E. coli se dividen en cuatro
grupos filogenéticos principales (A, B1, B2 y D) [30] y que las cepas virulentas
extraintestinales pertenecen principalmente al grupo B2 y, en menor medida, al
grupo D, mientras que la mayoria de las cepas comensales pertenecen al grupo A
[29].

Cepas de E. coli extraintestinales se han localizado en el tracto uterino y en la
cavidad amnidtica [24; 27]. Sin embargo, no generan ningun proceso infeccioso,
incluso favorecen protegiendo inmunoldgicamente, secretando moléculas anti-
inflamatorias durante el embarazo [24]. Existe una barrera entre el comensalismo
de E. coli y su virulencia y como ya se ha mencionado, un cambio en el pH del

cérvix genera su colonizacion y patogenicidad [24; 27].

E. coli es el principal agente etiologico durante el embarazo y representa el 90%
de las infecciones asociandose con complicaciones multiples como restriccion del
crecimiento fetal, parto prematuro, pardlisis cerebral, septicemia o muerte
materna, ademas, presenta una fuerte resistencia a antibiéticos lo cual perfila a la

bacteria como un agente patogénico importante durante el periodo perinatal [31].
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Las adhesinas, el antigeno capsular K1, las hemolisinas, la aerobactina y la
proteina de invasion IbeA desempefian un papel esencial en la patogénesis de las
infecciones causadas por E. coli [31]. Esta bacteria posee la capacidad de invadir
células epiteliales, replicar en macréfagos e inducir la liberacién de TNF-a y una
fuerte respuesta inflamatoria a partir del lipopolisacarido (LPS) que posee en su
membrana por medio del receptor de tipo toll (TLR) [32].

2.5 MicroRNAs

Los microRNAs (miRNAs) constituyen una amplia familia de moléculas de RNA no
codificante de alrededor de 21-23 nucleétidos. Estos se descubrieron hace mas de
20 aflos como reguladores post-transcripcionales generando cambios
epigenéticos. Se descubrieron por primera vez en el nematodo Caenorabditis
elegans, se describio como una doble cadena de RNA (dsRNA) que realiza el
silenciamiento especifico génico [33]. Estudios posteriores demostraron que este

fendmeno ocurria en plantas, mamiferos incluyendo al hombre.

En seres humanos, se ha hecho un amplio estudio de los miRNAs como
biomarcadores predictivos en patologias, a partir del descubrimiento de la
expresion de miRNAs en tejido placentario, algunas moléculas se han propuesto
como un fuerte diagnostico durante la gestacion debido a que diversos miRNAs
son secretados del tejido placentario por medio de exosomas y pueden ser
detectados en el plasma o suero sanguineo de la madre lo cual le da una ventaja

como prueba no invasiva [34].

En la respuesta inflamatoria, se ha visto la intervencidén de estas moléculas. Lee y
colaboradores (2016) demostraron que el incremento del miR-146a modula la
secrecion de las citocinas inflamatorias, ademas miR-146 al igual que miR-494

incrementan niveles de expresion para TNFa [7; 32]. En el caso contrario, miR-451
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inhibe la expresion de TNF-a y los niveles de citocinas proinflamatorias como IL-
1B e IL-6 [35]. La secrecion de las metaloproteasas de matriz extracelular de tipo
colagenolitica (MMP-9) disminuye de acuerdo con el incremento en la expresion
de miR-126.

2.5.1 Biogénesis de los miRNAs

Los miRNAs son codificados por exones y en algunos casos por intrones
codificantes 0 no codificantes e incluso pueden ser codificados por un loci que se
encuentra cerca de otro, constituyendo una unidad transcripcional policistrénica
[36]. La transcripcion de los miRNAs se realiza por la RNA polimerasa Il (RNA pol
II) y es controlada por la RNA pol ll-asociada a factores de transcripcion y
reguladores epigenéticos. Los factores de transcripcion como p53, MYC, ZEB1 y
ZEB2 y la proteina de determinacion de mioblastos 1 (MYOD1) pueden regular de
manera positiva o negativa los miRNAs. La RNA pol Il genera un transcrito
primario largo (pri-miRNA) que tiene una estructura de horquilla donde las
secuencias del miRNA estan unidas por una secuencia complementaria, a
excepcion de la parte apical de la horquilla donde la secuencia no se encuentra

unida.

Edicion del nucleo.

Después de la transcripcion el pri-miRNA pasa por varias ediciones para su
maduracion. El pri-miRNA es muy largo (generalmente mas de 1 kb) la estructura
comun posee al final de la horquilla de segmentos de RNA de cadena simple y
ambos con su 5’ y 3’ en cada lado. La RNasa nuclear Drosha inicia el proceso de
maduracion cortando la horquilla para liberar un pequefio RNA también en forma
de horquilla de ~ 65 nucleétidos de longitud (pre-miRNA). Junto con su cofactor

esencial DGCR8, Drosha forma un complejo llamado Microprocesador. Drosha es
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una proteina nuclear de ~ 160kDa, y Drosha, asi como Dicer, pertenece a una
familia de endonucleasas de tipo RNasa Il que actian especificamente sobre el
RNA de doble cadena (dsRNA), DGCR8 es una proteina de ~ 90 kDa (aunque
tiene una masa aparente de ~120 kDa en SDS-PAGE) que se localiza en el
nucleoplasma y el nucleolo. El dominio de unién al hemo y su interaccién con los
iones férricos son necesarios para un procesamiento eficiente del pri-miRNA.
Drosha corta de la horquilla a aproximadamente 11 pb de la unién "basal" entre el
RNA monocatenario y el RNA bicatenario y aproximadamente a 22 pb de la union
"apical" unida al asa terminal. La union basal funciona como el principal punto de
referencia para determinar el sitio de escision, pero la unién apical también es

importante para un procesamiento eficiente y preciso.

Exportacion del nucleo.

Después del procesamiento de Drosha, el pre-miRNA se exporta al citoplasma,
donde se puede completar la maduracion. La proteina exportina 5 (EXP5), forma
un complejo de transporte con la proteina nuclear de unién a GTP RNA « GTP y un
pre-miRNA. Tras la translocacion a través del complejo de poro nuclear, el GTP se
hidroliza, 1o que da como resultado el desensamblaje del complejo y la liberacion

del pre-miRNA en el citosol.
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Procesamiento citoplasmatico.

Tras la exportacion al citoplasma, pre-miRNA sufre una escision por Dicer cerca
del bucle terminal, liberando un pequefio duplex de RNA. Dicer es una
endonucleasa de tipo RNasa Ill de ~ 200 kDa. Los dominios en tandem C-terminal
de RNasa Il de Dicer forman un dimero intramolecular para crear un centro
catalitico, similar a los de Drosha. El dominio helicasa N-terminal de Dicer facilita
el reconocimiento de pre-miRNA al interactuar con el bucle terminal y aumenta el

procesamiento de ciertos pre-miRNAs.

El duplex de RNA pequefio generado por Dicer se carga posteriormente en una
proteina argonauta (AGO) para formar un complejo efector denominado complejo
silenciador RNA-inducido (RISC). El montaje de RISC implica dos pasos: la carga

del duplex de RNA y su desenrollamiento posterior (FIG. 4).
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FIGURA 4. Biogénesis de los microRNAs. La transcripcion de los miRNAs inicia en el nucleo por RNA
pol Il y se obtiene un pri-miRNA el cual es procesado por el complejo de Drosha (RNAsa lll ) y la
proteina DGCR8 que forman un complejo Ilamado microprocesador como se muestra (rojo y negro).
Drosha a través de su dominio de unidn al RNA bicatenario, reconoce al substrato del pri-miRNA, y
mediante sus dominios de RNAsa Il (Rlllds a-b) escinden las cadenas laterales del pri-miRNA para
formar un pre-miRNA. Posteriormente, la exportina 5 junto con el cofactor RAN transportan los pre-
miRNA del nucleo al citoplasma. En el citoplasma, la RNAasa de tipo Il (Dicer) procesa al pre-miRNA
generando al miRNA duplex de ~22 pares de bases. Posteriormente el miRNA duplex es reconocido
por secuencias del complejo AGO2 los cuales concluyen con las ediciones dando lugar al miRNA
maduro. Modificado de Bartel (2004).



2.5.1 Funcién de los miRNAs

Los mecanismos de accién de los miRNAs no son completamente claros, pero se
sabe que los miRNAs son cruciales para la estabilidad y el mantenimiento de la
expresion de un gen, a través de la degradacion de un RNA mensajero (MRNA) o

la inhibicion en la sintesis de las proteinas.

Los miRNAs pueden actuar directamente en los mRNA blanco uniéndose a la
secuencia complementaria de su region 3’ no transcripcional (3'UTR) de
aproximadamente 6 a 8 nt de longitud, cuando la cadena lider del miRNA se
complementa con la region 3° UTR, ocurre una regulacion epigenética por medio
de la degradacion del mRNA blanco o la inhibicion de la traduccion de proteinas.
Los avances recientes con las tecnologias Omicas han progresado con la
comprension del papel de codificacion de RNA en la expresion génica y el
metabolismo celular en varios procesos, incluida la inflamacion. Por otra parte, los
mMiRNAs proporcionan un enlace entre las vias de sefalizacion de respuesta

inmune y también en la respuesta inflamatoria temprana o tardia [32].

Los estudios in vitro e in vivo han demostrado la participacion esencial de algunos
de estos mMiRNAs en la produccidon y regulacion de diversas citocinas
proinflamatorias. En conjunto, estos hallazgos indican una participacion de

mMiRNAs en el inicio, progresion y mantenimiento de varias patologias.
Funcion de mir-146a

La familia del mir-146 se subdivide en dos; mir-146a y mir-146b ambos localizados
en el cromosoma 5 y 10 respectivamente. El primer estudio de ambos miRNAs fue
realizado por Taganov y colaboradores [37] en respuesta inmune en células
humanas monaociticas THP-1 a partir de su activacion por medio de LPS. En las
células se utiliz6 un gen reportero con luciferasa en la region 3UTR de TRAF e

IRAK. Lo que se observo fue que hubo un incremento de miR-146a a diferencia de
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miR-146b, ademéas también habia una expresion alta del factor de transcripcion
NFK-B lo que sugirié que miR-146a es dependiente de NFK-B. Hoy en dia se sabe
gue miR-146a es un regulador importante en la sefializacion de TLR-4 por medio
de la cascada de sefializacibn de MyD88 como parte de una respuesta inmune
inflamatoria (FIG. 5).

Muchos estudios de perfiles de expresion han demostrado patrones distintos de
expresion de miR-146 en varios linajes hematopoyéticos, lo que sugiere su
participacion en el mantenimiento de la identidad del linaje en subconjuntos de
linfocitos. Por ejemplo, la abundancia de miR-146 es mayor en células T helper
tipo 1, pero menor en células T helper tipo 2 en comparacion con la de las células
T virgenes maduras. Ademas, miR-146 es uno de los mMiRNAs mas expresados en
células T reguladoras y, en general, el patron de expresion del miRNA del linaje de
células T reguladoras (asi como la expresion constitutiva de CD25 de las células)

se asemeja al perfil de activacion en lugar de células T virgenes [38].
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FIGURA 5. Funcién del miR-146a La cascada de sefializacion que se activa en presencia de LPS
comienza por un receptor de tipo toll (cominmente TLR-4), continla con las proteinas citosdlicas a
partir de MyD88 y a partir de fosforilaciones activa al factor de transcripcion NF-kB, quien activa
los genes de citocinas. IRAK1 es parte de esta transduccién y miR-146 inhibe a su RNA mensajero,
impidiendo su sintesis y consecuentemente no se lleva a cabo toda la sefializacidon. miR-146 actua
como inhibidor de la expresién de genes de citocinas, especificamente IL-8 e IL-1B. Imagen
modificada de Janeway (2012).
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Funcién de mir-451

MiR-451 se expresa principalmente en el plasma. Puede regular el crecimiento
celular, la apoptosis y el desarrollo tumoral, ademéas, miR-451 regula citocinas de
acuerdo a un estudio que demuestra que son secretadas por células dendriticas
en determinadas condiciones [39], ademéas, Wang et. al. (2015) en células de
fibroblasto sinovial, demostré que las citocinas inflamatorias (TNF-a, IL-13 e IL-6)
disminuian en presencia del miR-451 y que las mismas células estimuladas con
miR-451 disminuian de manera significativa la p38 MAPK [35], esta proteina se
activa como una via alterna en la respuesta inflamatoria y esta reportada como la
responsable de la senescencia y ruptura de las membranas fetales humanas (FIG.
6) [4].
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FIGURA 6. Funcion del miR-451. La cascada de sefializacién que se activa en presencia de LPS
comienza por un receptor de tipo toll (cominmente TLR-2), continta con las proteinas citosdlicas a
partir de MAP3K y a partir de fosforilaciones puede conducir al desarrollo del fenotipo de senescencia
(SP) en células fetales humanas. Las células senescentes causan una respuesta inflamatoria Unica que
se conoce como fenotipo secretor asociada a la senescencia (SASP). Con SASP, un conjunto Unico de
citocinas proinflamatorias, quimiocinas, factores de crecimiento, factores angiogénicos y enzimas
degradadoras de ECM. miR-451 puede actuar como inhibidor de la expresién de p38 MAPK y su
consecuente respuesta inflamatoria. La imagen fue modificada de Bredeson y cols. (2014).
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3.0 JUSTIFICACION

Escherichia coli y sus componentes estructurales activan en el tejido de la
coriodecidua la secrecién de diferentes mediadores de la respuesta inflamatoria y
degradativa. Actualmente se conoce que algunos miRNAs regulan la respuesta
inflamatoria inducida por diferentes procesos infecciosos, como el miR-146a y -
451 los cuales inhiben la traduccibn de proteinas (IRAK y p38 MAPK
respectivamente) quienes intervienen en cascadas de sefializacion que activan el
factor de transcripcion NFK-B el cual promueve la traduccién de citocinas
inflamatorias. Estas cascadas de sefalizacion se activan en respuesta a LPS
propio de bacterias gram negativas, como E. coli; sin embargo, no se ha
demostrado el efecto de E. coli en la modulacion de la expresion del miR-146a y
miR-451 en las MFH.
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4.0 OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

o Determinar la expresion del miR-146 y miR-451 en las membranas fetales

humanas después de la estimulacion con E. coli en un modelo in vitro.

4.2 Objetivos particulares

v Cuantificar la expresion del miR-146 y miR-451 en las membranas fetales
humanas (amnios y coriodecidua) después de las 3, 6 y 24 horas de
estimulacion con E. coli en la coriodecidua.

v Cuantificar la expresion del miR-146 y miR-451 en las membranas fetales
humanas (amnios y coriodecidua) después de las 3, 6 y 24 horas de
estimulacion con E. coli en el amnios.

v Comparar los niveles de expresion entre el tejido de la coriodecidua y el

epitelio amnidtico para cada una de las estimulaciones.

5.0 HIPOTESIS

Al estimular las membranas corioamnidticas humanas existira una expresion
diferencial en cuanto a tiempo y concentracién de E. coli del miR-146a y miR-451

mostrando una respuesta anti-inflamatoria.
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6.0 MATERIALES Y METODOS

6.1 Aspectos éticos.

Previo a la obtencion de las MFH se obtuvo el consentimiento informado de las
pacientes en donde se les explico la finalidad del proyecto de investigacion el cual
ha sido aprobado por los Comités de Investigacion, Etica en Investigacion y
Bioseguridad institucionales con el numero de registro 2017-2-82 (Anexo ). A
cada paciente se le entregd la carta de consentimiento informado para que

firmaran de manera libre (Anexo ).

6.2 Caracteristicas de las pacientes.

Se incluyeron en el estudio pacientes con embarazos a término (=237 semanas de
gestacion), y por indicaciones médicas fueron intervenidas quirdrgicamente por
cesarea. En todos los casos, no presentaron trabajo de parto activo, asi como
signos y sintomas evidentes de infeccion u otras patologias obstétricas asociadas

a la respuesta inflamatoria.

6.3 Obtencion de las MFH

En la unidad de tococirugia, las MFH y la placenta después de ser desprendida de
la madre y del feto fueron depositadas en un contenedor quirdrgico. Con bisturi las
MFH, fueron separadas de la placenta y colocadas en el contenedor estéril para
muestras biolégicas el cual contenia medio D-MEM estéril y fueron
inmediatamente transportadas al quinto piso de la torre de investigacion para su

procesamiento.

6.3.1 Procesamiento de las MFH en el sistema de Transwell.

En la campana de flujo laminar y en condiciones de esterilidad a las MFH se les

quitd la sangre adherida al tejido. Las MFH fueron cortadas en porciones de 2 cm?
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y los explantes fueron montados en el sistema de Transwell como ha sido
previamente reportado por nuestro grupo de investigacion [25; 26]. Este sistema
permite tener dos regiones (amnios Yy coriodecidua) independientes, pero
manteniendo la estructura y comunicacion celular. Una porcién de las MFH se
analiz6 para la deteccidon de bacterias patégenos. Las MFH se incubaron con 1 ml
de medio de cultivo DMEM a cada regién suplementado con 10% Suero Fetal
Bovino (SBF) y 1% de penicilina/estreptomicina (100 U/mL y 100 pg/mL
respectivamente; Gibco, Bethesda, MD, USA) e incubadas a 37°C y 5% de CO>
por 24 horas. Al término de este periodo, se les retir6 el medio de cultivo, a cada
region se le adicion6 PBS (1x), con la finalidad de eliminar el SBF este
procedimiento se repitié dos veces. Finalmente, a cada region se le adiciond 1 mL
de medio de cultivo DMEM suplementado con 0.2% de hidrolizado de
lactoalbumina (DMEM-HLA; Gibco) e incubados en las condiciones arriba

descritas.

6.4 Escherichia coli

Escherichia coli es una bacteria Gram-negativa, la cual fue aislada de canal
cérvico-vaginal de paciente con datos clinicos de corioamnionitis que presento
ruptura prematura de membranas fetales con mas de 72-horas de progresion. La
identificacion de E. coli se realiz6 por pruebas bacteriolégicas que mediante el
lector automatizado VITEC a partir del crecimiento en medio McConkey (lactosa
positiva), y su sensibilidad a antimicrobianos por el método de difusion en disco.
Su filogenia fue determinada con iniciadores especificos para los genes chuA y
yjaA la cual corresponde al grupo B2 [29]. Dada las caracteristicas patogénicas de
E. coli se utiliz6 campana de bioseguridad nivel Il con el siguiente equipo de
seguridad personal: cubre bocas, guantes de latex los cuales serdn desechados

en bolsa de polietileno color roja. Para la proteccidén de los ojos se usaran lentes
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los cuales fueron limpiados con una gasa roseada de alcohol que fue eliminada en
bolsa roja.

6.4.1 Estimulacion de las MFH con E. coli

Las MFH se estimularon con E. coli (102, 104, 10°, 10° UFC/ml) por 3, 6 y 24-horas
y en cada intervalo de tiempo se manejo un control experimental. El medio de
cultivo se recuper6 a las 3, 6 y 24 horas después de la estimulacién y en cada
caso las muestras fueron centrifugadas a 5000 rpm por 5 minutos. El
sobrenadante se recuperdé en tubo Eppendorf y se almacen6 a -70 °C para

determinar el perfil de expresion del miR-146a y -451 a partir del RNA total.

6.5 Extraccion del RNA total.

A 500 ul de medio de cultivo de cada procedimiento de estimulacion se le adiciono
el mismo volumen de TRIzol (InvitroGen; Carlsbad, CA) la mezcla se agitd
vigorosamente por 15 seg y se incubaron por 15 min a 30°C. Posteriormente a
cada muestra se les afiadié 100 ml de cloroformo (Invitrogen), se agitaron por 15
seg. y fueron incubadas por 5 min a 30°C. Al término las muestras fueron
centrifugadas a 4 000 rpm por 15 min y la fase acuosa fue transferida a un tubo
nuevo y se le agregd 550 pl de isopropanol (Invitrogen) y 1 pl de Glucogeno
(Invitrogen). Posteriormente se incubaron por 1 hora a -20°C. Al término de este
tiempo las muestras se centrifugaron a 4 000rpm por 30 min. Al pellet se le
adicion6 1 ml de etanol al 100% y se agito vigorosamente por 15 seg., y fue
centrifugado nuevamente a 4000 rpm por 15 min. El procedimiento se repitid una
vez mas con etanol al 75%. El RNA fue evaporado toda la noche a temperatura

ambiente, y al dia siguiente fue hidratado con 20 ul de agua inyectable.
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6.5.1 Reaccién de RT-PCR

Para la obtencion del cDNA se utiliz el kit Access RT-PCR System (RT-PCR, cat
A1250; Promega Madison WI, USA). Se tomaron 7 ng de cada una de las
muestras y se prepar6 el mix de RT con 5 pL de Buffer AMV-Tfi 5X, 1 uL dNTP [10
mM], 2 uL MgSO4 [50 mM], 10 pL agua libre de RNAsas, 1 uyL de AMV RTy 1 uL
de iniciador especifico de RT miR-451 [20 pmol; tabla 1]. La sintesis del cDNA se
realizé durante 45 minutos a una temperatura de 45°C.

TABLA 1. Secuencia de iniciadores especificos para RT.

miRNA Secuencia (5'a 3") Numero Tamafo

de pb esperado

146a GTC GTATCC AGT GCA GGG TCC 49 65
GGG TAT TCG CAC TGG ATA CGA
CAACCCA

451 GTC GTATCC AGT GCA GGG TCC 50 66
GAG GTATTC GCA CTA GAT ACG
ACA ACT CA

La secuencia de los iniciadores fue disefiada a partir de la secuencia de hsa-miR-146a y
-451 maduros obtenida por el sitio web www.mirBase.org.

6.5.2 Reacciéon de PCR

A partir del cDNA obtenido se trabajé con 10 pL del mismo y con un mix de PCR el
cual contenia 5 yuL de Buffer AMV-Tfi 5X, 1 uL dNTP [10 mM], 2 uL MgSO4 [50
mM], 10 uL agua libre de RNAsas, 1 yL de Tfi, 1 pL de iniciador especifico para
PCR miR-451 [20 pmol] y 1 uL iniciador universal [20 pmol; tabla 2]. Cada uno de

los tubos fueron procesados en el termociclador con el siguiente programa: 94°C
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para una elongacion inicial durante un minuto y 40 ciclos con 94°C durante 30
segundos, 56°C en 30 segundos, 72°C durante 30 segundos. Se realizd una

elongacion final de 72° durante 10 minutos.

TABLA 2. Secuencia de iniciadores especificos para PCR.

mMiRNA Secuencia (5’a 3") Tamafo

esperado

Universal (Rev) GTG CAG GGT CCG AGG T
146a (forw) CGG CCG ACT CTT GAC 71
451 (forw) CGG CCG AAACCG TTACC 72

La secuencia de los iniciadores fue disefiada a partir de la secuencia de hsa-
miR-146a y -451 maduros obtenida por el sitio web www.mirBase.org.

6.5.3 Expresion del miR-146a y miR-451.

Los amplificados fueron sometidos en geles de agarosa al 4% a voltaje constante
por 40 minutos y las bandas fueron visualizadas en luz UV. Las imagenes fueron
capturadas usando el sistema fotodocumentador (Gel Doc 2000. Bio-Rad, USA).
El perfil de las bandas del miR-451 y miR-146a en las diferentes condiciones
experimentales de infeccion fueron determinadas mediante la densidad Optica

utilizando el programa ImageJ (NIH; USA).

6.6 Analisis estadistico

Los datos de expresion fueron reportados como la media *+ desviacidén estandar y

la comparacion entre los tratamientos se realizé mediante la prueba de ANOVA de
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una sola via seguida de la Tukey con una diferencia estadistica menor a 0.05
7.0 RESULTADOS

7.1 Caracteristicas de las pacientes

En el periodo de febrero del 2017 a enero del 2018 se obtuvieron un total de 9
membranas fetales humanas. En todos los casos se determind la identificacion de
bacterias patdgenas la cual se realizé en el departamento de Infectologia del
INPer. Tres de las MFH fueron excluidas del estudio por presentar el desarrollo de
Staphylolococcus coagulasa negativa, E. coli, Estreptococos del grupo B, y cocos
Gram-positivos. Seis de las MFH fueron procesadas y montadas en el sistema de

Transwell.

Antes de determinar el perfil de expresion del miR-146a y -451 en el tejido de la
coriodecidua y del epitelio amniético en las diferentes condiciones de estimulacion
se inicio a determinar las condiciones de temperatura y la concentracion de
MgSO4 para lo cual se tomd como control de expresion una porcion de la placenta

humana.

Se realizo la expresion del miR-146a a tres temperaturas tanto de RT como de
PCR (FIG.7A) y se obtuvo una mejor banda de expresion a una temperatura de 45
y 57 °C (RT/PCR). Posteriormente se prosiguié a determinar las concentraciones
de MgSO4 y se obtuvo que con 2 pL [50 mM] se da la mejor banda de
amplificacion (FIG 7B).
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FIGURA 7. Perfil de expresion del miR-146a. Para estandarizar las condiciones de temperatura de
retrotranscripcion y de amplificacion (RT/PCR; A) y la concentracion de MgSO, (B) se utilizé una porcion
placenta de paciente sana a término y sin trabajo de parto la cual fue intervenida por cesarea. Peso
molecular (PM; invitrogen) de 50 y 75 pares de bases respectivamente y se indica la banda de interés
(asterisco).

Se realiz6 la expresion del miR-146a a tres temperaturas tanto de RT como de
PCR (FIG. 8A) y se obtuvo una mejor banda de expresion a una temperatura de
45 y 57 °C (RT/PCR). Posteriormente se prosigui0 a determinar las
concentraciones de MgSO4 y se obtuvo que con 2 pL [50 mM] se da la mejor

banda de amplificacién (FIG. 8B).
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FIGURA 8. Perfil de expresion del miR-451. Para estandarizar las condiciones de temperatura de
retrotranscripcion y de amplificacion (RT/PCR; A) y la concentracion de MgSO, (B) se utilizd una porcion
placenta de paciente sana a término y sin trabajo de parto la cual fue intervenida por cesarea. Peso
molecular (PM; invitrogen) de 50 y 75 pares de bases respectivamente y se indica la banda de interés
(asterisco).

Con las condiciones de temperatura de alineamiento y concentracion de MgSO4 se
prosiguié a evaluar el perfil de expresion del ambos miRNAs en el tejido de la
coriodecidua después de la estimulacion con diferentes unidades formadoras de

colonias (UFC/mL) de E. colialas 3, 6 y 24 horas.

7.2. Expresion de miRNAs estimulando el tejido de la coriodecidua.

7.2.1. miR-146a.
La figura 9 muestra la banda de expresion del miR-146a en el tejido de la
coriodecidua a las 3 (FIG. 9A), 6 (FIG. 9C) y 24 horas (FIG. 9E) después de la
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estimulacion con las diferentes unidades formadoras de Escherichia coli y en el

cambio en la expresion en la cara opuesta (epitelio amniético).
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FIGURA 9. Perfil de expresion del miR-146a después de la estimulacién con Escherichia coli sobre el
tejido de la coriodecidua. La banda de expresidon de interés se indica y corresponde a 73 nucledtidos
con respecto al marcador de peso molecular (PM; invitrogen). Se muestra la expresion en el grupo
control y en los diferentes tratamientos de estimulacién tanto en el tejido de la coriodecidua como
en su cara opuesta (amnios) a las 3 (A), 6 (C), y 24 horas (E). Grupo control (carril 1y 6), estimulacidn
en el tejido de la CDH con E. coli a 102 (carril 2'y 7), 10*(carril 3 y 8), 10° (carril 4 y 9) y 10° unidades
formadoras de colonias (UFC/ml; carril 5y 10). Se determind la banda de expresién relativa a las 3
(B), 6 (D) y 24 horas (F) fue determinada mediante el programa de ImagelJ (NIH, USA). Los datos se
muestran como la media + desviacion estandar y se indica la diferencia estadisticamente significativa
que corresponde a * vs control, # vs 10%, § vs 10, ¥ vs 10°, £ vs 10° (p <0.05).

A las 3 horas determinamos que la expresion en el grupo control fue de 75.7 *

14.0 la cual increment6 significativamente 1.2, 1.2, 1.5, y 1.8-veces con 102, 10%,
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10°%, y 108 UFC/mL de E. coli respectivamente (p <0.05; FIG. 9B). En este mismo
intervalo de tiempo observamos en la cara opuesta de la estimulacién (epitelio
amnidético) un incremento significativo en la expresién del miR-146a de 1.2, 1.5,
2.2,y 2.9-veces con 10?2, 104, 10° y 10° UFC/mL de E. coli respectivamente con
respecto al grupo control 45.7 + 3.5 (p <0.05; FIG. 9B).

A las 6 horas determinamos que la expresion en el grupo control fue de 94.5 +
16.6 la cual increment6 1.2, 1.3, 1.3, y 1.5-veces con 102, 104, 105, y 10% UFC/mL
de E. coli respectivamente (p <0.05; FIG. 9D). En este mismo intervalo de tiempo
observamos en la cara opuesta de la estimulacion (epitelio amniético) un
incremento significativo en la expresion del miR-146a de 1.1, 1.1, 1.2, y 1.3-veces
con 102, 104, 105, y 10° UFC/mL de E. coli respectivamente con respecto al grupo
control 59.7 £ 4.1 (p <0.05; FIG. 9D).

A las 24 horas la expresion en el grupo control fue de 91.0 £ 5.1 la cual incrementé
1.8, 2.0, 2.2, y 2.3-veces con 102 104 105 y 105 UFC/mL de E. coli
respectivamente (p <0.05; FIG. 9F). En este mismo intervalo de tiempo
observamos en la cara opuesta de la estimulacion (epitelio amnidtico) un
incremento significativo en la expresion del miR-146a de 1.0, 1.7, y 4.8-veces con
102, 10° y 10%° UFC/mL de E. coli respectivamente con respecto al grupo control
52.7 + 7.2 (p <0.05; FIG. 9F).

7.2.2 miR-451

La figura 10 muestra la banda de expresion del miR-451 en el tejido de la
coriodecidua a las 3 (FIG. 10A), 6 (FIG. 10C) y 24 horas (FIG. 10E) después de la
estimulacién con las diferentes unidades formadoras de Escherichia coli y en el

cambio en la expresion en la cara opuesta (epitelio amniotico).
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FIGURA 10. Perfil de expresion del miR-451 después de la estimulacién con Escherichia coli sobre el
tejido de la coriodecidua. La banda de expresidon de interés se indica y corresponde a 73 nucledtidos
con respecto al marcador de peso molecular (PM; invitrogen). Se muestra la expresion en el grupo
control y en los diferentes tratamientos de estimulacion tanto en el tejido de la coriodecidua como
en su cara opuesta (amnios) a las 3 (A), 6 (C), y 24 horas (E). Grupo control (carril 1y 6), estimulacién
en el tejido de la CDH con E. coli a 102 (carril 2'y 7), 10*(carril 3y 8), 10° (carril 4 y 9) y 10° unidades
formadoras de colonias (UFC/ml; carril 5y 10). Se determind la banda de expresion relativa a las 3
(B), 6 (D) y 24 horas (F) fue determinada mediante el programa de Imagel (NIH, USA). Los datos se
muestran como la media + desviacién estandar y se indica la diferencia estadisticamente significativa
que corresponde a * vs control, # vs 10%, § vs 10%, ¥ vs 10°, £ vs 10° (p <0.05).

A las 3 horas determinamos que la expresiéon en el grupo control fue de 14.2 £ 3.0
la cual incrementé significativamente 2.2, 2.3, y 2.4-veces con 10% 10° y 108
UFC/mL de E. coli respectivamente (p <0.05; FIG. 10B). En este mismo intervalo
de tiempo observamos en la cara opuesta de la estimulacion (epitelio amniético)
un incremento significativo en la expresion del miR-451 de 1.3, 1.2, y 1.6-veces

con 104 10% y 10®° UFC/mL de E. coli respectivamente con respecto al grupo
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control 21.5 £ 1.3 (p <0.05; FIG. 10B).

A las 6 horas determinamos que la expresion en el grupo control fue de 32.5 + 4.0
la cual incrementé 1.8, 1.3, 1.4, y 1.5-veces con 102, 104, 10°% y 10°® UFC/mL de E.
coli respectivamente (p <0.05; FIG. 10D). En este mismo intervalo de tiempo
observamos en la cara opuesta de la estimulacion (epitelio amniotico) un
incremento significativo en la expresion del miR-451 de 1.0, 1.3, 1.5, y 1.8-veces
con 102, 104, 10%, y 10° UFC/mL de E. coli respectivamente con respecto al grupo
control 47.2 £ 1.8 (p <0.05; FIG. 10D).

A las 24 horas la expresion en el grupo control fue de 30.0 + 2.0 la cual increment6
1.2, 1.3, 1.7, y 2.1-veces con 10% 104 10% y 105 UFC/mL de E. coli
respectivamente (p <0.05; FIG. 10F). En este mismo intervalo de tiempo
observamos en la cara opuesta de la estimulacion (epitelio amniético) un
incremento significativo en la expresion del miR-451 de 1.2, 1.4, 1.6, y 1.6-veces
con 102, 104, 105, y 10° UFC/mL de E. coli respectivamente con respecto al grupo
control 34.5 £ 2.6 (p <0.05; FIG. 10F).

El modelo experimental de infeccion mediante el sistema de Transwell, permiten
determinar en conjunto tanto la zona donde se hizo la estimulacién directa (FIG. 7)
como en la cara opuesta (FIG. 8). A continuacidn, se muestran los resultados de
expresion que se obtuvieron cuando la estimulacion con Escherichia coli se realizo

directamente sobre el epitelio amnidtico, asi como en su cara opuesta.

7.3. Expresion de miRNAs estimulando el epitelio amnidtico.

7.3.1 miR-146a.

La figura 9 muestra la banda de expresion del miR-146a en el epitelio amniético a
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las 3 (FIG. 9A), 6 (FIG. 9C) y 24 horas (FIG. 9E) después de la estimulacién con
las diferentes unidades formadoras de Escherichia coli, asi como el cambio de

expresion en la cara opuesta (tejido de la coriodecidua).
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FIGURA 11. Perfil de expresion del miR-146a después de la estimulacion con Escherichia coli sobre
el epitelio amnidtico. La banda de expresion de interés se indica y corresponde a 73 nucledtidos con
respecto al marcador de peso molecular (PM; invitrogen). Se muestra la expresién en el grupo
control y en los diferentes tratamientos de estimulacion tanto en el tejido de la coriodecidua como
en su cara opuesta (amnios) a las 3 (A), 6 (C), y 24 horas (E). Grupo control (carril 1y 6), estimulacién
en el tejido de la CDH con E. coli a 102 (carril 2'y 7), 10*(carril 3 y 8), 10° (carril 4 y 9) y 10° unidades
formadoras de colonias (UFC/ml; carril 5y 10). Se determind la banda de expresién relativa a las 3
(B), 6 (D) y 24 horas (F) fue determinada mediante el programa de ImagelJ (NIH, USA). Los datos se
muestran como la media + desviacion estandar y se indica la diferencia estadisticamente significativa
que corresponde a * vs control, # vs 10%, § vs 10, ¥ vs 10°, £ vs 10° (p <0.05).

A las 3 horas determinamos que la expresion en el grupo control fue de 11.5 + 3.4

y no observamos cambios significativos después de la estimulacion con E. coli en
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las diferentes condiciones de estimulacién (p =0.287; FIG. 9B). En este mismo
intervalo de tiempo observamos en la cara opuesta de la estimulacion (tejido de la
coriodecidua) un incremento significativo en la expresion del miR-146a de 2.5, 4.6,
y 5.9-veces con 104, 10% y 10° UFC/mL de E. coli respectivamente con respecto al
grupo control 10.2 + 3.0 (p <0.05; FIG. 9B).

A las 6 horas determinamos que la expresion en el grupo control fue de 11.2 + 3.0
la cual incrementé 2.0, 2.2, y 1.9-veces con 102, 10% y 10% UFC/mL de E. coli
respectivamente (p <0.05; FIG. 9D). En este mismo intervalo de tiempo
observamos en la cara opuesta de la estimulacién (tejido de la coriodecidua) un
incremento significativo en la expresion del miR-146a de 2.2, 3.3, 3.6, y 6.3-veces
con 102, 104, 10%, y 10° UFC/mL de E. coli respectivamente con respecto al grupo
control 10.2 £ 2.7 (p <0.05; FIG. 9D).

A las 24 horas la expresion en el grupo control fue de 64.2 £ 7.1 la cual incremento
1.3, 1.6, 1.9, y 1.7-veces con 102 104 105 y 105 UFC/mL de E. coli
respectivamente (p <0.05; FIG. 9F). En este mismo intervalo de tiempo
observamos en la cara opuesta de la estimulacion (tejido de la coriodecidua) un
incremento significativo en la expresion del miR-146a de 1.6, 1.5, y 1.3-veces con
102, 104, y 10® UFC/mL de E. coli respectivamente con respecto al grupo control
30.2 + 3.5 (p <0.05; FIG. 9F).

7.3.2 miR-451

La figura 10 muestra la banda de expresion del miR-146a en el epitelio amnidtico a
las 3 (FIG. 10A), 6 (FIG. 10C) y 24 horas (FIG. 10E) después de la estimulacion
con las diferentes unidades formadoras de Escherichia coli, asi como el cambio de

expresion en la cara opuesta (tejido de la coriodecidua).
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Figura 12. Perfil de expresion del miR-451 después de la estimulacion con Escherichia coli sobre el
epitelio amniodtico. La banda de expresién de interés se indica y corresponde a 73 nucleétidos con
respecto al marcador de peso molecular (PM; invitrogen). Se muestra la expresidén en el grupo
control y en los diferentes tratamientos de estimulacion tanto en el tejido de la coriodecidua como
en su cara opuesta (amnios) a las 3 (A), 6 (C), y 24 horas (E). Grupo control (carril 1y 6), estimulacidn
en el tejido de la CDH con E. coli a 102 (carril 2'y 7), 10*(carril 3 y 8), 10° (carril 4 y 9) y 10° unidades
formadoras de colonias (UFC/ml; carril 5y 10). Se determind la banda de expresion relativa a las 3
(B), 6 (D) y 24 horas (F) fue determinada mediante el programa de ImageJ (NIH, USA). Los datos se
muestran como la media + desviacion estandar y se indica la diferencia estadisticamente significativa
que corresponde a * vs control, # vs 10% (p <0.05).

A las 3 horas determinamos que la expresion en el grupo control fue de 22.0 £ 6.6
y no observamos cambios significativos después de la estimulacion con E. coli en
las diferentes condiciones de estimulacion (p =0.682; FIG. 10B). En este mismo
intervalo de tiempo no observamos en la cara opuesta de la estimulacion (tejido de

la coriodecidua) variaciones significativas en la expresion del miR-451 con las
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diferentes unidades formadoras de E. coli con respecto al grupo control 48.8 = 3.0
(p =0.263; FIG. 10B).

A las 6 horas la expresion del miR-541 en el grupo control fue de 32.7 + 6.0 y no
observamos cambios significativos en la expresion del miR-541 con las diferentes
UFC/mL de E. coli (p =0.275; FIG. 10D). En este mismo intervalo de tiempo no
observamos cambios significativos en la expresion del miR-451 en la cara opuesta
de la estimulacion (tejido de la coriodecidua) con las diferentes UFC/mL de E. coli
con respecto al grupo control 51.2 + 9.0 (p =0.275; FIG. 10D).

Finalmente, a las 24 horas la expresién en el grupo control fue de 49.2 + 5.9 la
cual incrementé significativamente la expresion en 1.2, y 1.3-veces con 10%, y 10°
UFC/mL de E. coli respectivamente (p <0.05; FIG. 9F). En este mismo intervalo de
tiempo no observamos cambios en la expresion del miR-451 en la cara opuesta de
la estimulacion (tejido de la coriodecidua) con respecto al grupo control 56.5 + 6.5
(p =0.816; FIG. 10F).
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8.0 DISCUSION

Como bien se sabe, la funcion de los miRNAs es crucial para la estabilidad y el
mantenimiento de la expresidén génica por diversos mecanismos que dan origen a
algunos tipos celulares, tejidos y respuestas bioldgicas, incluso varios miRNAs han
surgido como importantes reguladores transcripcionales de algunas proteinas
relacionadas con la inflamacién. Tanto el miR-146a como el miR-451 han sido
asociados en la regulacion de la respuesta inflamatoria [10; 35; 37].

Nuestros resultados muestran que al estimular directamente al tejido de la
coriodecidua con diferentes unidades formadoras de colonias de Escherichia coli
se induce la expresion del miR-146a siendo esta respuesta dosis dependiente

teniendo su maxima expresion a las 24 horas de la estimulacion (FIG. 7).

Perry y colaboradores (2008) demostraron que al estimular diferentes tipos
celulares de origen pulmonar con IL-18 (1 ng/mL) o con el lipopolisacarido (LPS)-

E. coli se induce a las 3y 24 horas la expresion del miR-146a [40].

El miR-146a inhibe la respuesta inflamatornia mediante su accién sobre las
proteinas de sefializacion de MyD88, IRAK1/TRAF6 las cuales se encienden como
respuesta a la estimulacion con diversas bacterias patégenas o sus componentes
estructurales [10]. Este mecanismo de sefalizacion intracelular esta mediado por
el receptor de tipo Toll (TLR)-4 el cual reconoce al LPS [37; 41]. Oglesby (2006)
propone que el miR-146a puede estarse transcribiendo por la secrecion de IL-1B y
problablemente por este mecanismo sea su maxima expresion en el presente

modelo a las 24 horas [10].

Rosenberger y colaboradores (2012) han demostrado que al infectar células
dendriticas con el virus de la influeza se induce la expresion del miR-451 el cual
estuvo asociado con la disminucion en la secrecion de IL-6, -8, TNFa, CCL5 y

CCL3. Estos mismos autores restablecieron la respuesta inflamatoria mediante el
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uso tanto del antagonista para el miR-451 (antagomiR) como por el empleo de
células nockout miR451null [39]. Se ha demostrado en células de fibroblastos que
el miR451 reduce la expresion de la proteina 38 cinasa de activacién mitdégenica
(p38MAPK) la cual esta asociada con la secrecidn de la respuesta inflamatoria. No
se ha demostrado la participacion del miR-451 en las membranas fetales humanas
durante el proceso de infeccion/inflamacion; sin embargo, se sabe que la
expresion de la proteina p38MAPK inhibe las vias de sefializacién que promueven
la respuesta inflamatoria durante el embarazo y mantiene en un estado de
senescencia tanto al tejido de la coriodecidua como al epitelio amnidtico [42; 43].
El miR-451 puede inhibir p38MAPK, esta proteina es parte de la cascada de
sefializacion que junto con SASP y un conjunto Unico de citocinas
proinflamatorias, quimiocinas, factores de crecimiento, factores angiogénicos y
enzimas degradadoras de ECM puede conllevar a la ruptura de las MFH [23].
Nuestros resultados sugieren que la expresion del miR-451 estaria reduciendo la
expresion de la p38MAPK promoviendo con respecto al tiempo la respuesta anti-
inflamatoria. Previamente, nuestro grupo de investigacion y utilizando el modelo de
Transwell hemos demostrado que en las primeras 6 horas de estimulacion con E.
coli la secrecion de IL-1B esta reducida [26]. Por otro lado, se ha demostrado que
el miR-451 reduce la expresion del factor de migracion para macréfagos [44] lo
gue podria reducir el arribo de las células profesionales de la respuesta

inflamatoria hacia la region de la coriodecidua.

Este sistema de regulacion inflamatorio mediado tanto por el miR-146a como por
el miR-451 podrian estar inhibiendo en las membranas fetales humanas la
secrecion de la IL-18 como ha sido reportado previamente por nuestro grupo de

investigacion [26] este efecto debera de demostrarse posteriormente.

El modelo de infeccion desarrollado mediante el sistema de Transwell permite
determinar la respuesta integral en las membranas fetales humanas tanto del lado

donde se llevo a cabo la estimulacidén directa como en su cara opuesta [25; 26].
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Después de evaluar la expresion del miR-146a en el tejido de la coriodecidua
determinamos su expresién en epitelio amnidtico y detectamos que la maxima
expresion se da a las 24 horas con 10° y 108 UFC/mL de Escherichia coli (FIG.
9F).

Actualmente no se tienen reportes sobre la movilidad de los miRNAs en las
membranas fetales humanas; sin embrago, Kent y colaboradores (1994) utilizando
lodo (I'?°) marcaron radioactivamente a la IL-18 y al TNFa y determinaron el
movimiento de estas citocinas en las membranas fetales. En la parte final de la
biogénesis de los miRNAs estos se encuentran en endosomas de secrecion, es
probable que el mayor porcentaje de los endosomas sea liberado hacia la cara de
la coriodecidua y un porcentaje sea transferido hacia la cara del epitelio amniotico
[45]. Lo anterior podria ser abordado al marcar con fluorescencia al miR-146ay -
451 y determinar su migracion en las membranas fetales humanas. Otro posible
mecanismo que explique la deteccion del miR-146a y -451 en la cara opuesta a la
zona de estimulacion pudiera deberse a que E. coli invada al tejido de la
coriodecidua y migre hacia el epitelio amniético y en el exterior induzca las vias de
sefalizacion para la expresion de los mMiRNAs. Diversas evidencias han
demostrado que las bacterias patdgenas al evadir la respuesta inmunoldgica
contactan e invaden el tejido de la coriodecidua y han sido detectadas en el liquido

amnidético sin que ocurra la degradacion del tejido de soporte [27; 46].

9.0 CONCLUSION
Nuestros resultados sugieren que a) el miR-146a y miR-451 son dependientes del
tiempo de estimulacion con E. coli. B) Ambos se secretan en la cara de la
membrana estimulada; sin embargo, también se ve su expresion en la cara
opuesta. C) la expresion de miR-451 no es significativa cuando se estimula el

amnios Unicamente con 105 UFC/mL.
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Su participacion en este estudio permilira contribuir en forma importante a la comprensidn de la parlicipacian «
la progesterona ante un estimule infeccieso en el lejido de la coriodecidua en las fases temprana de infeccion.

Mos parmitimos invitarla a usted a participar en este estudio, aclarandole gue en caso de que no acepla
participar, no tendra ninguna repercusion en la atencidn de usted o de su hijo{a) en el Instituto, ni en el
costo de la atencidén médica que ambos reciban.

La informacién que se obtanga del estudio serd estrictamente confidencial y serd ulilizada sdlo para fines de
investigacion.

Las preguntas que considera necesarias para aclarar lodas sus dudas |as puede exlarnar con

M. en C. Héctor Flores Herrera
Investigador en Ciencias Médicas
Instituto Macional de Pearinatlologia
55 20 99 00 axt 375

NoreshB@yahoo.com

Dr. Alajandro Marlinez Juarez

Presidente del Comité de Elica en Investigacion.
Instituto Macional de Parinatologia

Tel 5520 5200 Exlension 3186

59



INSTITUTO DIRECCION DE INVESTIGACION

NAGIONAL DE SOLICITUD DE EVALUACION ¥ REGISTRO DE
e Dotk v PROTOCOLO DE INVESTIGACION
TEXTO DECLARATORIO

Y0

{MNombre del participanic o de su representante begal)

Dieclaro libremente que estoy de acuerdo en participar (en que participe mi representado cuve nombre aparece abajo) en
esta investigacion cuyo objetivo, procedimientos, beneficios, v riesgos e espocifican en ol Apartado A de cste
docurmento.

S me ha informado que ¢l participar cn este estudio no repercutind en el costo di la atencidn médica que se me deba
brindar y que toda la informacion gue se otorgue sobre mi (su) identidad v participaciin sera confidencial, excepto
crando yo lo autorice.

Para los fines que se estime conveniente, firmo la presente junto al investigador que me informd y dos testigos,
congervando una copia de a) Consentimicnto informado v b) Informacién proporcionada para obtener mi autorizacion.

Miéxico D.F. a de del
NOMBRE FIRMA
PARTICIPANTE
REPRESENTANTE
INVESTIGADOR Héctor Flores Herrera
RELACION COM LA PACIENTE DOMICILIO FIRMA
TESTIGO 1
TESTIGD 2

(]
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