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“How often people speak of art and science as though they were two
entirely different things, with no interconnection. An artist is
emotional, they think, and uses only his intuition; he sees all at once
and has no need of reason. A scientist is cold, they think, and uses
only his reason; he argues carefully step by step, and needs no
imagination. That is all wrong. The true artist is quite rational as well
as imaginative and knows what he is doing; if he does not, his art
suffers. The true scientist is quite imaginative as well as rational, and
sometimes leaps to solutions where reason can follow only slowly;
if he does not, his science suffers”.

Isaac Asimov, The Roving Mind
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RESUMEN

El embarazo es un evento fisiolégico Unico, que se define por una compleja
regulacion entre los elementos endocrinos e inmunoldgicos maternos y fetales para
generar un estado de tolerancia inmunologica en el Gtero.

El proceso de trabajo de parto representa el fin del estado de tolerancia
inmunoldgica del embarazo, tiene la caracteristica de ser un proceso inflamatorio,
en donde se secretan mediadores bioquimicos que generan una respuesta
especifica en los tejidos de la interfase materno-fetal; como parte de este proceso
se realiza un infiltrado de leucocitos en el miometrio, cérvix y membranas
corioamnidticas. Las membranas corioamnidticas tienen la propiedad de actuar
como una barrera fisica e inmunoldgica que “aisla” al feto dentro de un ambiente
privilegiado; durante el trabajo de parto se ha propuesto que poblaciones
especificas de leucocitos se infiltran en estos tejidos, creando un microambiente
inflamatorio y secretando mediadores que promuevan la ruptura de esos tejidos.

Por otro lado, la PRL es una hormona proteica secretada por la decidua y
transportada a través de las membranas corioamnioticas hacia el liquido amnidtico
donde alcanza una concentracion de 4,000-5,000 ng/mL alrededor del segundo
trimestre del embarazo, posteriormente la concentracibn de esta hormona
disminuye gradualmente, coincidiendo sus valores mas bajos con las primeras
sefiales de trabajo de parto; a nivel experimental se ha descrito que esta hormona
ejerce efectos anti-inflamatorios, disminuyendo la secrecion de citocinas y
quimiocinas en las membranas corioamnioticas y la placenta.

En este sentido, el objetivo de este trabajo fue evaluar si el efecto regulador de la
PRL sobre la secrecion de quimiocinas por las membranas fetales en respuesta a
LPS de Escherichia coli (E.coli), se ve reflejado en la cantidad y fenotipo de células
mononucleares de cordon umbilical quimioatraidas por los medios condicionados
realizando ensayos de migracién con la camara de Boyden.

Para ello se utilizaron muestras de membranas corioamniéticas y sangre venosa de
corddn umbilical (n=6) provenientes de mujeres con embarazos normo-evolutivos a
término. Para obtener los medios condicionados a utilizar en los ensayos de
migracion, las membranas fueron cultivadas en el sistema Transwell de dos
compartimentos independientes en el cual se realizd un pre-tratamiento de ambos
compartimentos (coriodecidual y amni6tico) con PRL a una concentracion de 4,000
ng/mL durante 24 horas. Posteriormente los tejidos fueron tratados con LPS [500
ng/mL] para mimetizar un proceso inflamatorio y co-tratados con LSP + PRL durante
24 horas.

En los medios condicionados se determiné la concentracién de las quimiocinas
MCP-1, MIP-1a, RANTES, IP-10 y la molécula de adhesion PECAM-1 mediante
ELISA.

Para los ensayos de migracion se aislaron las células mononucleares de la sangre
venosa del corddn umbilical (CMCU), las cuales se cultivaron a una densidad de



1x108 células/350 pl de medio en la caAmara superior del sistema Transwell con poro
de 8 um, mientras que en la camara inferior se colocaron los medios
condicionados. Este sistema se incub6 por una hora a 37°C/ 5% CO2, posterior a
este tiempo el numero de células migrantes se determiné mediante el ensayo
CyQUANT® e inmunofenotipificadas por citometria de flujo para determinar las
poblaciones positivas a los marcadores CD3 (linfocitos T), CD56/CD16 (células NK),
CD19 (linfocitos B) y CD14 (monocitos).

Los resultados muestran que en comparacion con la condiciébn control, el
tratamiento con LPS increment6é de manera significativa la secrecion de PECAM-1,
MCP-1, MIP-1a, RANTES e IP-10 en los medios condicionados, en donde MCP-1
se secreta de forma similar en corion y amnios, y el resto de los factores se secreta
predominantemente por la coridecidua. El co-tratamiento con PRL disminuyéd de
manera significativa la secrecion de MCP-1 y MIP-1a en la coriodecidua y no se
observo la disminucion significativa de las quimiocinas en la region amniética; por
otro lado, PECAM-1 disminuyd su secrecion de forma significativa en las regiones
coriodecidual y amniética.

En los ensayos de migracion, los medios condicionados por el amnios en respuesta
a LPS incrementaron de manera significativa la migracion de CMCU en
comparaciéon con la condicién control, y el co-tratamiento con PRL fue capaz de
disminuir significativamente la migracion de células en la regién amnibética; en
cuanto a la fenotipificacion, observamos que los linfocitos T fueron la Unica
poblacién regulada significativamente en respuesta a los medios condicionados,
incrementando su migracion en los medios condicionados por el amnios en
respuesta a LPS y disminuyendo su migracion en los medios condicionados por el
amnios en respuesta el co-tratamiento con PRL.

Este trabajo demuestra que la PRL es capaz de actuar indirectamente para
regular la actividad quimiotactica selectiva mostrada por las membranas
corioamnidticas humanas durante un proceso inflamatorio.



.  INTRODUCCION

El embarazo representa una condicion fisiolégica Unica y compleja, ya que es el
resultado de mdltiples adaptaciones en el sistema materno (Racicot, Kwon, Aldo,
Silasi, & Mor, 2014), para asegurar el adecuado crecimiento y desarrollo del feto
dentro del utero materno durante al menos 37 semanas, que es en promedio el
tiempo que dura un embarazo en el humano.

En el cuerpo humano el conjunto de moléculas, células y tejidos encargados de
reconocer lo propio y lo ajeno, responder y mediar la resistencia a infecciones es
llamado sistema inmunolégico (Abbas, Lichtman, Pillai, Baker, & Baker, 2015); por
lo que este sistema es el encargado de vigilar, proteger y mantener la homeostasis
del organismo y permitir su adaptacion al medio o a condiciones fisiologicas
particulares.

Considerando que el feto es un organismo genéticamente diferente a la madre, una
adaptacién indispensable durante el embarazo debe ocurrir en el sistema inmune
materno para que en el Utero se establezca una respuesta de tolerancia al feto.

En 1953 Peter Medawar plante6 los posibles mecanismos inmunoldgicos
involucrados en el mantenimiento del embarazo; €l propuso que el feto es capaz de
sobrevivir en el vientre materno debido a cuatro condiciones:

La respuesta inmune materna se encuentra suprimida.
La falta de expresion antigénica por parte de los tejidos fetales.

El Gtero es un sitio inmunolégicamente privilegiado.

w0 NP

La separacion anatomica entre la madre y el feto.

Actualmente, se sabe que la respuesta inmune materna no se encuentra suprimida
sino regulada, y que tanto el feto como la madre participan de manera activa en la
regulacion del ambiente inmunoldgico a nivel local, que hace del utero un sitio de
privilegio inmunoldgico, esto quiere decir que se establece una tolerancia hacia el
feto para desarrollarse en un ambiente potencialmente hostil, mientras se preservan
los mecanismos inmunoldégicos maternos para brindar proteccion contra retos
microbianos (Aghaeepour et al., 2017).
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1. ESTRATEGIAS QUE FAVORECEN LA TOLERANCIA
MATERNO-FETAL

Si bien no existe una total comprension de como funcionan los mecanismos que
conllevan a la tolerancia inmunoldgica al feto, se ha avanzado mucho en el
conocimiento de las estrategias que favorecen la tolerancia materno-fetal y el
establecimiento del privilegio inmunolégico durante el embarazo, dentro de los
cuales se pueden mencionar estrategias de tipo anatdmicas, inmunolégicas y

endocrinas.

Corddn umbilical
Amnios  (corte)

Decidua

capsularis Placenta

Saco
vitelino Decidua

Corion basalis

Vena
umbilical

Area llena con
sangre materna

Vellosidades
coridnicas

) N\ N\
Endometrio ——_ 3

Miometrio ——
Cavidad uterina

Vasos sanguineos
maternos

Amnios
Sincitiotrofoblasto

Figura 1. Diagrama de la organizacion de la placenta (LaPres, J., 2015).

1.1. ESTRATEGIAS ANATOMICAS

1.1.1. FORMACION DE LA INTERFASE MATERNO-FETAL
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El modelo de la separacion anatdmica entre la madre y el feto ha sido reemplazado
por el modelo de la formacién de la interfase materno-fetal. Esto ocurre después de
la implantacion del blastocisto en el lumen del epitelio endometrial, donde se lleva
a cabo el proceso de invasion por parte de las células del trofoblasto, las cuales
daran origen a la compleja estructura de la placenta y parte de las membranas
corioamnidticas. En este sentido, la interfase materno-fetal hace referencia a la
region donde la mucosa uterina (decidua), la placenta y las membranas
corioamnidticas se encuentran en estrecho contacto (Shivhare, Bulmer, & Lash,
2015).

1.1.1.1. DECIDUA MATERNA

La decidua es un tejido transitorio que se origina a partir de las células estromales
del revestimiento endometrial del Utero que se transforman por la accion directa de
la progesterona y el estradiol. La decidua puede subdividirse en 3 &reas
dependiendo de su localizacion: la decidua basalis corresponde al lugar de
implantacion y desarrollo de la placenta, ademas de ser el sitio de contacto primario
entre tejidos maternos y fetales; la decidua capsularis estd adherida a las
membranas corioamnidticas, mientras que la decidua parietalis se encuentra en el
resto de la cavidad uterina. A la decidua se le atribuye la funcién de controlar la
invasion del trofoblasto, la funcién nutricia del blastocisto y mediar la tolerancia
inmunologica de la madre (Bryant-Greenwood, 1998; Shivhare et al., 2015).

1.1.1.2. PLACENTA

El desarrollo de la placenta presenta una organizacién progresiva y funcional que
da como resultado una circulacion de tipo hemocorial, lo que quiere decir que la
sangre materna y la sangre fetal quedan aisladas la una de la otra. Esta separacion
se da porque las vellosidades coriénicas se encuentran suspendidas en la sangre
materna, por lo que se conocen como vellosidades flotantes, mientras que aquellas
que se fijan a la decidua materna se conocen como vellosidades de anclaje. Las
vellosidades flotantes estan rodeadas por el sinciotiotrofoblasto, un tipo de
trofoblasto multinucleado las cuales son fuente primordial de células
citotrofoblasticas que proliferan, se diferencian y migran hacia el endometrio
decidualizado y hacia la tercera parte interna del miometrio como células del
trofoblasto extravelloso (EVT, por sus siglas en inglés). La invasion por parte del
trofoblasto hacia las arterias espirales maternas remodela su estructura,
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provocando un incremento en su grosor y un estado de vasodilatacion constante,
gue disminuye la resistencia de los vasos sanguineos maternos y aumenta el flujo
de la sangre materna hacia el espacio intervelloso. Este acomodo estructural hace
gue la sangre materna esté en contacto directo con las células del trofoblasto fetal
y, de esta forma se asegura un suministro suficiente de nutrientes y oxigeno hacia
la placenta (Shivhare et al., 2015).

1.1.1.3. MEMBRANAS CORIOAMNIOTICAS

Las membranas corioamniéticas se desarrollan a la par del feto y la placenta,
representan una barrera fisica e inmunolégica que resguarda al feto dentro de la
cavidad amnidtica, por su capacidad selectiva mantienen el balance entre los
fluidos maternos y fetales (Bryant-Greenwood, 1998).

Las membranas corioamnioéticas constituyen una entidad histolégicamente compleja
conformada por el empalme del amnios y el corion, los cuales tienen una
composicién unica de tejido conectivo y diversos tipos celulares, y no es sino hasta
la semana 15 de la gestacién que sus capas se encuentran completamente
formadas.

El amnios no contiene vasos sanguineos ni nervios, por lo cual los nutrientes que
requiere los obtiene directamente del liquido amniético. El amnios esta formado por
cinco capas distintas: 1) el epitelio amnioético, que corresponde a una capa simple
de epitelio cubico retenido entre si mediante uniones gap, estas células secretan
colageno de tipo Ill y IV, ademas de glicoproteinas como laminina, nidégeno y
fibronectina que forman la siguiente capa que corresponde a 2) la membrana basal;
en esta capa, se forman uniones que permiten la comunicacién del epitelio con la
matriz extracelular y su composicion le confiere una gran resistencia mecanica y
fuerza tensil frente al estrés mecéanico de los movimientos del feto. 3) La capa
compacta formada de tejido conectivo forma el esqueleto fibroso del amnios; 4) la
capa fibroblastica secreta los coldgenos necesarios para la capa compacta por
medio de células mesenquimales; finalmente se encuentra 5) la capa intermedia, la
cual esta adyacente al corion y es abundante en proteoglicanos hidratados,
glicoproteinas y colageno tipo Il que le dan su aspecto esponjoso en preparaciones
histoldgicas; ésta capa absorbe el estrés fisico al permitir que el amnios sea capaz
de deslizarse sobre el corion subyacente que se encuentra firmemente adherido a
la decidua materna.

El corion estad en contacto con la decidua por un lado y por el otro con el amnios;
por otro lado se compone de cuatro capas: 1) Una capa celular, 2) una capa reticular
formada principalmente de fibroblastos y macrofagos, 3) una membrana pseudo-
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basal y 5) una capa de células trofoblasticas embebidas en una matriz extracelular
mas laxa que la del amnios (Figura 1) (Bryant-Greenwood, 1998; Martin,
Richardson, & Menon, 2018; Parry & Strauss, 1998).

LIQUIDO AMNIOTICO
ot R D TN PLACENTA — i
Epitelio amnidtico —ff ©80 4wy f WF £ ) il
Membrana basal—qu
Capa compacta —»|
Capa fibroblastica—» - 5
= g
= = :
-
Capa intermedia— 5| = - |
CORIODECIDUA = — \\
\
Capa celular —»w i
=
Capa reticular —» :
Capa pseudo-basal —»f i e
“:' 3 \
Células > : ;
trofoblasticas @&:®
DECIDUA

Figura 2. Componentes de la interfase materno-fetal y composicién de las
membranas corioamniéticas (Goldenberg, & Andrews, 2000).

1.2. ESTRATEGIAS INMUNOLOGICAS

1.2.1. EXPRESION DE MOLECULAS HLA NO CLASICAS

Las células del trofoblasto fetales juegan un papel importante en la tolerancia
inmunologica durante el embarazo, ya que no expresan las moléculas del
complejo principal de histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en inglés) de
clase | (HLA-A y HLA-B) y clase lI; la ausencia de estas moléculas de
superficie celular asegura que las células T maternas no sean capaces de
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reconocer a través de su receptor TCR los antigenos del feto heredados del
padre, ni montar una respuesta citotoxica clasica hacia las células fetales
(Weetman, 1999).

Adicionalmente, el EVT expresa la molécula clasica de clase la (HLA-C) y las
moléculas no clasicas de clase Ib (HLA-E y HLA-G), mientras que el corion
s6lo expresa HLA-E y HLA-G, pero no HLA-C. Esta selectividad de expresion
permite la comunicacion con los leucocitos uterinos los cuales son altamente
receptivos a estas moléculas. HLA-G es reconocido a través de los
receptores de inhibicion KIR2DL4 y LILRB de las células NK deciduales
(dNK’s), evitando la activacion del proceso de citdlisis mediada por estas
células y por lo tanto el dafio al trofoblasto (Hunt, 2006; Weetman, 1999).

1.2.2. CELULAS DEL SISTEMA INMUNE EN LA INTERFASE MATERNO-FETAL

Ademas de células estromales, la decidua esta compuesta aproximadamente
por un 40% de leucocitos. Durante el primer trimestre del embarazo, en la
decidua basalis, las células dNK representan el 70% de la poblacién, seguido
de un 20-25% de macrofagos, después se encuentra un 3-10% de linfocitos
T, mientras que las células dendriticas, linfocitos B y células NKT se
mantienen escasas. Estos leucocitos son atraidos por gradientes de
guimiocinas producidas por las células estromales y los trofoblastos; ademas
tienen la caracteristica de ser distintas de las encontradas en sangre
periférica en cuanto a fenotipo y funcion (Ander, Diamond, & Coyne, 2019).

1.2.2.1. CELULAS dNK

Las células dNK se caracterizan por su fenotipo CD56"9" CD16",
contienen niveles igualmente altos de las moléculas citoliticas (perforina
y granzima B) como las NK circulantes, pero a diferencia de estas, las
dNK producen un vasto arreglo de factores de crecimiento, factores
angiogénicos, quimiocinas y citocinas como GM-CSF, IFN-y, TNF-a, IL-2,
IL-10 y LIF que contribuyen al remodelamiento de la decidua y las arterias
espirales y promueven la invasion del trofoblasto. A pesar de su potencial
citotoxico, las dNK se caracterizan por poseer un bajo nivel de respuesta
citotdxica, asociado a la interaccion entre sus receptores de inhibicion y
las moléculas HLA-G y E expresadas por el EVT como se mencion6
anteriormente; sin embargo, se ha reportado que su capacidad citotoxica
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puede ser activada por antigenos virales y factores pro-inflamatorios, de
manera que estas células estan altamente especializadas para favorecer
la tolerancia y en caso de ser necesario proporcionar proteccion inmune
frente a las infecciones intrauterinas (Shivhare et al., 2015).

1.2.2.2. MACROFAGOS

Los macrofagos poseen un fenotipo CD14*, CD209* y residen en el
estroma, cerca del EVT y adyacente a las arterias espirales; por lo que se
propone que sus funciones principales se encuentren asociadas a la
decidualizacion previa a la implantacion del blastocisto y la remodelacién
de las arterias espirales. Son considerados como los encargados de
mantener la homeostasis local del Utero, ya que se encargan de regular
la respuesta de células T adaptativas y de células NK innatas, asi como
de la secrecion de moléculas clave en la regulacion de un ambiente anti-
inflamatorio como IL-10, la enzima Oxidasa de Indoleamina (IDO, por sus
siglas en inglés), que cataboliza el triptéfano y dificulta la activacion de las
células T y también son productores de la prostanglandina Ez y la
metaloproteasa de matriz extracelular-9 (MMP-9, por sus siglas en
inglés), las cuales promueven el remodelado del tejido y facilitan la
angiogénesis (Shivhare et al., 2015).

1.2.2.3. LINFOCITOS TY EL PARADIGMA Th1l/Tv2/Tul7/Trec

Los linfocitos T cooperadores (Th, por sus siglas en inglés) son
particularmente importantes en el contexto del embarazo; asi como su
influencia en otras células del sistema inmune debido a su produccion de
citocinas, de esta forma pueden ser separados en dos subtipos de
acuerdo con el perfil de citocinas que producen: El perfil Thl produce
Factor de Necrosis Tumoral (TNF-a), Interferon gamma (IFN-y, por sus
siglas en inglés) e Interleucina 2 (IL-2) las cuales se encargan de
promover respuesta celular; en contraste, el perfil Th2 produce IL-4, IL-5,
IL-9, IL-10 e IL-13 las cuales promueven la respuesta humoral
(Schejenken, Tolosa, Paul, Clifton & Smith, 2012).

El paradigma entre las células Thl/Th2 consiste en el sustento de un
balance entre las respuestas de ambos perfiles, los cuales tiene la
capacidad de adaptacion de acuerdo a los requerimientos de cada fase
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1.3.

del embarazo. El primer trimestre del embarazo se caracteriza por un
perfil Thl, lo cual se encuentra asociado a los procesos de implantacion y
placentacion que implican procesos de dafio tisular y su subsecuente
reparacion, por lo que el proceso inflamatorio regulado es crucial para que
se lleven a cabo de forma adecuada; en contraste, la etapa que sigue a
la implantaciéon y placentacion corresponde a la del crecimiento y
desarrollo fetal; y, debido a que el feto y la madre son simbioticos
predomina un perfil de tipo Th2 que favorece capacidades anti-
inflamatorias, de renovacion tisular y anti-apoptéticas (Mor, Aldo, &
Alvero, 2017).

Debido a que se han propuesto mecanismos adicionales de regulacion
del paradigma Tnl/Th2, se ha expandido hacia el paradigma
Thl/Th2/Thl7/Treg. En este paradigma las células Tnl7, la cuales se
encuentran en Gtero, son secretoras de IL-17, que generalmente
corresponde a un caracter pro-inflamatorio y tiene la funcion de proteger
la interfase materno-fetal contra infecciones microbianas; analogamente
se ha propuesto que las células Treg funcionan como un mecanismo de
control del mecanismo de Tnl7; sustentando esta idea se ha observado
que una alteracién en la relacion Tnhl7/Treg €n el Gtero o la circulacion
materna se asocia a complicaciones en el embarazo como pérdidas
gestacionales recurrentes, pre-eclampsia y parto pre-término. Durante el
embarazo las células Treg Se encuentran también en la decidua y tienen
un papel primordial en el mantenimiento de un ambiente anti-inflamatorio,
evitando una respuesta efectora por parte del sistema inmune de la madre
en contra de los antigenos paternos; de forma interesante estas células
persisten después del parto y se acumulan rapidamente durante los
embarazos siguientes, lo que sugiere una respuesta reguladora de
memoria (Schejenken et al., 2012; Mor et al., 2017).

ESTRATEGIAS ENDOCRINAS

Hormonas como la progesterona (P4, por sus siglas en inglés), el estradiol (E2) y la
gonadotropina coriénica humana (hCG, por sus siglas en inglés), estan
fundamentalmente involucradas en la regulacion del ciclo menstrual y en el
establecimiento del embarazo a través de sus efectos via receptores especificos
expresados por los tejidos extraembrionarios pero también por las células inmunes;
estas hormonas mantienen la tolerancia fetal mediante la inhibicion de respuestas
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inmunes degradativas, asi como por la inducciébn de vias de tolerancia
(Schumacher, Costa, & Zenclussen, 2014).

1.3.1. PA4Y HCG

La P4 inicialmente es producida por el cuerpo liteo y ha sido descrita como
‘la hormona del embarazo” debido a su papel indispensable para la
continuidad del embarazo una vez que ocurre la fecundacion del évulo. El
papel de esta hormona consiste en preparar al Gtero para la implantacion,
inducir la diferenciacion de las células estromales en células deciduales,
regular la respuesta inmune mediante la induccién de citocinas Thz y la
disminucién de las Thi, ademas de disminuir la contractilidad de las células
del masculo liso uterinas (Nair, Verma, & Singh, 2017; Schumacher et al.,
2014).

Por otro lado, la hormona hCG es producida por las células del trofoblasto
durante la ventana de implantacion del blastocisto, sus niveles mas altos y
bajos se encuentran entre las semanas 10 y 17 del embarazo,
respectivamente; en este tiempo la hCG mantiene los niveles de P4 mediante
la induccién de su produccion por el cuerpo lateo, posterior a este tiempo, la
placenta serd encargada de secretar la P4. Actualmente se sabe que hCG
participa activamente en la tolerancia materno-fetal, regulando la actividad
de IDO, lo que reduce la actividad de las células T y altera la actividad de las
células dendriticas, ademas es capaz de aumentar la proliferacion de las dNK
al tiempo que reduce la actividad de las pNK (Nair et al., 2017).

1.3.2. E;

Durante el embarazo, los niveles de Estradiol incrementan continuamente
hasta llegar a término debido a su secrecién por parte de la placenta.
Después de la ovulacion, en la fase latea E2 en conjunto con P4 preparan el
endometrio para la implantacién; es asi como durante el embarazo, E:2
promueve el flujo de sangre uterina, el crecimiento del miometrio, la
estimulacién del crecimiento de las glandulas mamarias. Adicionalmente, se
ha sugerido que ejerce efectos sobre el nimero y la funcién de las células
del sistema inmune, lo que indica que puede contribuir a la tolerancia fetal
(Nair et al., 2017; Schumacher et al., 2014).
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2. TRABAJO DE PARTO

Alrededor de la semana 37 de la gestacion, ocurren cambios endocrinos e
inmunologicos que conllevan a la pérdida del ambiente inmunoldgico permisivo. La
supresion de las condiciones de tolerancia representa el fin del embarazo y el inicio
del trabajo de parto, debido a que inducen la pérdida de la quiescencia uterina, y
alteran la integridad tanto estructural como funcional de la decidua, la placenta y las
membranas corioamnioticas.

El proceso de trabajo de parto involucra tres procesos fisiolégicamente
interdependientes y coordinados:

a) Inicio de contracciones uterinas coordinadas, las cuales incrementan en
amplitud y frecuencia conforme avanza el trabajo de parto

b) Remodelamiento del cérvix (dilatacion)

c) Activacion de la decidua y las membranas fetales (Mendelson, 2009).

El cambio del Utero de un estado quiescente a un estado activo donde se generen
contracciones de forma efectiva y coordinada implica un cambio en las sefiales de
un perfil anti-inflamatorio hacia uno pro-inflamatorio, este cambio esta asociado a la
activacion del factor de transcripcién nuclear NF-kB. La activacion de NF-kB
incrementa la expresion y transcripcion de genes de la respuesta inflamatoria como
las citocinas IL-13 e IL-6, la quimiocina IL-8 y marcadores de inflamacion como la
prostaglandina F2a, el receptor de oxitocina y ciclooxigenasa-2 (COX-2, por sus
siglas en inglés), asi como la proteina de union conexina 43 cuyo incremento en las
células uterinas, las hace responder de manera uniforme a las sefiales bioquimicas,
de manera que pueden contraerse y relajarse como una unidad, lo cual incrementa
la potencia de las contracciones (Mendelson, 2009).

En el cérvix se generan cambios ocasionados por el aumento de marcadores pro-
inflamatorios para permitir la dilatacion del canal de vaginal por donde se expulsa el
feto. IL-1B y TNF-a generan un aumento en la produccién de MMP-1, MMP-3, MMP-
9 y catepsina S; adicionalmente, IL-1B causa una disminucion en la regulacion de
la expresion del inhibidor tisular de metaloproteasa-2 (TIMP-2, por sus siglas en
inglés) el cual es un inhibidor de MMP-2. En conjunto, estas proteinas digieren el
colageno vy las fibras de elastina presentes en la matriz extracelular del cérvix;
aunado a esto el aumento de glucosaminoglicanos y cambios en la barrera epitelial,
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disminuyen la fuerza tensil del cérvix y constituyen un proceso clave para que se
lleve a cabo la dilatacion (Peltier, 2003; Roberto Romero, Dey, & Fisher, 2014).

Por otro lado, la secrecion de prostaglandina E2 y el oxido nitrico por el cérvix,
aumentan la permeabilidad de los vasos sanguineos para la infiltracion de
leucocitos; simultaneamente la secrecion del factor estimulante de colonias de
granulocitos (G-CSF, por sus siglas en inglés) promueve la proliferaciéon de los
neutrofilos, los cuales son reclutados hacia el cérvix por los altos niveles de IL-8 en
este tejido, los neutréfilos activados secretan MMP-8 y elastasa, enzimas que
degradan la matriz extracelular producida por los fibroblastos cervicales,
amplificando el efecto de pro-inflamatorio y degradativo en el cérvix (Peltier, 2003).

En las membranas corioamnidticas, la activacion se lleva a cabo de forma similar a
como se lleva a cabo en el cérvix. Durante el trabajo de parto, la produccién de IL-
8, TNF-a, IL-6 e IL-1B se incrementa en las membranas corioamniéticas; asi como
la cantidad de MMP-9, MMP-8; adicionalmente disminuyen los niveles de TIMPs lo
cual provoca el incremento en la actividad colagenasa y por ende la disolucion de
los elementos de la abundante matriz extracelular que compone a estos tejidos.
Ademas, los marcadores de inflamacién inducen el proceso de apoptosis en estos
tejidos causando que se debilite su fuerza tensil y se pierda la integridad estructural
de los mismos ocasionando la ruptura de las membranas en las Ultimas etapas del
trabajo de parto (Peltier, 2003; Romero et al., 2014).

2.1. QUIMIOTAXIS EN LOS TEJIDOS EXTRAEMBRIONARIOS

Como parte del proceso de trabajo de parto, se lleva a cabo el reclutamiento e
infiltracion de leucocitos en el miometrio, cérvix y membranas fetales (Gomez-
Lopez, Laresgoiti-Servitje, Olson, Estrada-Gutiérrez, & Vadillo-Ortega, 2010), la
importancia de este mecanismo en el trabajo de parto recae en el efecto
amplificador de las sefiales pro-inflamatorias que se dan en la interfase materno-
fetal y que resultan irreversibles.

El reclutamiento de leucocitos del espacio intravascular hacia el sitio de infeccién o
inflamacion depende de dos condiciones; 1) la secrecion de quimiocinas y 2) la
expresion de moléculas de adhesién (Gomez-Lopez, Laresgoiti-Servitje, et al.,
2010).

Las quimiocinas constituyen una superfamilia de pequefias citocinas quimiotacticas,
las cuales ejercen sus efectos a través de receptores acoplados a proteinas G.
Basadas en la estructura de su motivo, incluido el nombre y posicion de dos residuos
conservados de cisteina, se clasifican en subfamilias: los grupos CXC, CC, CX3Cy
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Colos a, B, Y y d. Las funciones principales de las quimiocinas consisten en la
estimulacién direccional de células inmunoldgicas, adhesion y migracion dentro del
tejido infectado o inflamado para iniciar una respuesta inmunolégica. Sin embargo,
sus funciones no se limitan a la quimiotaxis, sino también a respuestas
inmunologicas como la maduracion de células dendriticas, el cambio de isotipo de
anticuerpo en linfocitos B, asi como la activacion y diferenciacion de células T (Du,
Wang, & Li, 2014).

Si bien las quimiocinas pueden ser secretadas por diversos tipos celulares incluidas
las propias células inmunes; en los tejidos gestacionales, secreciones
cervicovaginales y liquido amniotico, se ha hecho énfasis en las quimiocinas IL-8,
CCL3 también llamada Proteina inflamatoria de macréfagos 1-alfa (MIP-1a, por sus
siglas en inglés); CCL2 o Proteina quimioatrayente de monocitos-1 (MCP-1, por sus
siglas en inglés) y CCL5 (RANTES, por sus siglas en inglés) como las mas
relevantes a través del embarazo, ya que se propone que son necesarias para la
atraccion y activacion de distintas células inmunoldgicas efectoras en el ambiente
coriodecidual e intrauterino (Gomez-Lopez, Laresgoiti-Servitje, Olson, Estrada-
Gutiérrez, & Vadillo-Ortega, 2010).

Ademas del incremento de las quimiocinas, las moléculas de adhesién contribuyen
al reclutamiento, adhesion y migracion transendotelial de los leucocitos dentro de
los tejidos (Osman et al., 2004). Se ha reportado un incremento en la expresion de
la molécula-1 de adhesion intercelular (ICAM-1, por sus siglas en inglés), la
molécula de adhesion celular vascular (VCAM, por sus siglas en inglés), y la
molécula de adhesion celular endotelial de plaquetas (PECAM, por sus siglas en
inglés) en ARN mensajero proveniente de cérvix y miometrio con trabajo de parto
(Ledingham et al., 2001). En las membranas corioamniédticas con trabajo de parto
se ha determinado que la regién coriodecidual y amniética incrementan la expresion
de ICAM-1; mientras que la region amniotica solo incrementa la expresion de
PECAM en comparaciéon con membranas sin trabajo de parto (Osman et al., 2004).

3. EL PARTO PRE-TERMINO Y LA INFECCION INTRAUTERINA

El parto pre-término es definido como el nacimiento antes de la semana 37 de
gestacion, una de las causas asociadas a esta patologia es el desarrollo de un
proceso infeccioso a nivel intrauterino que explica el 30% de estos casos (Romero
et al., 2014).

Evidencias clinicas y experimentales sustentan que la via a través de la cual los
microorganismos patdégenos pueden acceder a la cavidad intrauterina, es mediante
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la propagacion ascendente de la infeccion desde el tracto genital bajo de la mujer
embarazada, alcanzando la region coriodecidual de las membranas
corioamnidticas, e incluso eventualmente ganar acceso a la cavidad amnidtica,
poniendo en riesgo el privilegio inmunolégico de la interfase materno-fetal y el
desarrollo normal del feto (Romero et al., 1988).

El ascenso de bacterias dentro de la cavidad intrauterina y/o amniética puede
estimular la produccion de quimiocinas, citocinas, proteasas y factores
inflamatorios, los cuales pueden iniciar de manera descoordinada los eventos que
dirigen el trabajo de parto antes de que el feto haya completado su desarrollo
optimo, incrementando la morbilidad y mortalidad tanto del feto como de la madre
(Cools, 2017).

3.1. ESCHERICHIA COLI

E. coli es el bacilo entérico gram negativo mas frecuentemente encontrado en el
tracto genital femenino. Dejando a un lado su papel comensal, E. coli extraintestinal
es capaz de volverse patogénica y colonizar nuevos ambientes; siendo asi el
segundo agente etiolégico mas prevalente en la infeccion intrauterina y el parto pre-
término. Debido a que posee diversos factores de virulencia que le permiten
incrementar la colonizacion vaginal o endocervical de mujeres embarazadas; esta
bacteria es capaz de generar distintos tipos de infecciones como lo son las
infecciones intra-amniédticas, endometriales o infecciones en el tracto urinario, a
veces acompafadas por sepsis. Adicionalmente, puede causar infecciones
neonatales, lo que conlleva a la morbilidad y mortalidad materna y fetal (Guiral et
al., 2015).

Diversos estudios demuestran el efecto negativo de E. coli en el embarazo; a nivel
clinico, esta bacteria se ha aislado de muestras vaginales de pacientes que han
presentado abortos; por otro lado, estudios han mostrado una asociacion
significativa entre la velocidad de recuperacion de E. coli de cultivos
cervicovaginales y parto pre-término (antes de las 37 semanas de gestacién)
(Cools, 2017).

Un componente de la pared celular de E. coli es el lipopolisacarido (LPS), esta
molécula puede ser secretada por la bacteria y actuar como endotoxina, evidencias
experimentales han demostrado la efectividad del LPS para inducir respuestas pro-
inflamatorias, tanto en modelos animales de parto pre-término (Dickinson, Harnett,
Venditti, & Smith, 2009; Harnett, Dickinson, & Smith, 2007; Takaono, Yogosawa,
Okawa-Takatsuji, & Aotsuka, 2002; Xu et al., 2006) como en tejidos y células
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humanas (Pilar Flores-Espinosa et al., 2014; Menon, Gerber, Fortunato, & Witkin,
2001) donde induce eficazmente la secrecion de TNF-a e IL-1B principalmente,
generando una potente respuesta inflamatoria que compromete la continuidad del
embarazo.

4. PROLACTINA

La prolactina (PRL) es una hormona polipeptidica miembro de la familia
PRL/Hormona de crecimiento/Lactégeno placentario; en el genoma humano se
codifica por un solo gen PRL el cual se encuentra en el cromosoma 6 y consiste en
cinco exones, cuatro intrones y un exon no codificante. Después de la ruptura de
su péptido sefal, la proteina madura tiene un peso de 23 kDa y consiste de 199
aminoéacidos, ordenados en una cadena simple de aminoacidos con tres enlaces
disulfuro entre seis residuos de cisteina, y posee una estructura tridimensional de
cuatro alfa hélices antiparalelas (Figura 2) (Bernard, Young, Chanson, & Binart,
2015; Freeman, Kanyicska, Lerant, & Nagy, 2000).

= Z

C
199

Figura 3. Estructura de la PRL (Bernard et al., 2015).

Las funciones biolégicas de la PRL estan mediadas por la interaccion con su
receptor PRL-R, un miembro de la superfamilia de los receptores de citocinas. El
PRL-R es una proteina transmembranal con tres dominios: un dominio de unioén al
ligando extracelular (LBD), un dominio transmembrana hidrofobico (TMD) y un
dominio de sefializacion intracelular (ICD). La via de sefializacion de PRL requiere
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la dimerizacion del PRL-R, lo que conduce a la trans-fosforilacion de los residuos
de tirosina presentes en la cinasa Janus 2 (JAK 2), que esta asociada con el ICD.
Este evento promueve el reclutamiento de transductores de sefial y activadores de
la transcripcion (STATS) 1, 3y 5. Las STATs dimerizan y migran al nucleo para
potenciar la expresion de los genes blanco (Figura 3) (Bernard et al., 2015).

D1
D2

PRL

| @A TAK2 (0S5
| CSTA SRC ®@)

T g7

Transcription of target genes

Figura 4. Cascada de sefalizacion de la PRL (Bernard et al., 2015).

4.1. PRL DURANTE EL EMBARAZO

La PRL es principalmente secretada por los lactotropos de la glandula pituitaria
anterior bajo una regulaciéon mediada por la Dopamina; sin embargo, se han
descrito sitios extrahipofisiarios de secrecion de esta hormona como los linfocitos,
los testiculos, la prostata, las células endoteliales, el cerebro, la glandula mamaria,
el ovario y la decidua durante el embarazo; Se conoce muy poco acerca de las
funciones que desempefia en los sitios extrahipofisiarios, pero se le atribuye mas
de 300 funciones distintas en el organismo (Bernard et al., 2015).

Diversos estudios realizados en los 80"s demostraron que la PRL participaba en la
reproduccion y el embarazo de manera muy especifica en modelos muridos (Bao
et al., 2007); de manera paralela en el humano, estudios clinicos determinaron que
conforme avanza el embarazo, la concentracion de PRL incrementa tanto en suero
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materno como en liquido amnidtico, por lo que el embarazo es considerado un
evento de hiperprolactinemia fisioldgica (Kletzky, Rossman, Bertolli, Platt, &
Mishell, 1985).

Se sabe que el perfil de secrecion de la PRL durante el embarazo involucra tres
compartimentos regulados de forma independiente que son el materno, el fetal y el
decidual (Figura 4) (Ben-Jonathan, LaPensee, & LaPensee, 2008).

En el suero materno el aumento de PRL comienzan a las 6-8 semanas de gestacion
y progresivamente alcanza concentraciones de 200 a 300 ng/mL al término del
embarazo; en la circulacion fetal PRL aumenta a partir de las 20-24 semanas y
progresivamente alcanza niveles similares a las del suero materno al término del
embarazo (Ben-Jonathan et al., 2008).

Una caracteristica muy importante de la PRL decidual, es su capacidad de atravesar
las membranas fetales y concentrarse en la cavidad amnidtica, generando una
distribucion de PRL compartimentada (Fukamatsu, Tomita, & Fukuta, 1984;
McCoshen, Tagger, Wodzicki, & Tyson, 1982). Esto genera que la concentracion de
PRL decidual sea de 10 a 100 veces mayor en el liqguido amniético en comparacion
con la PRL en la circulacion materna y fetal.

De manera exclusiva en los humanos, la decidua produce grandes cantidades de
PRL alcanzando niveles maximos tan altos como 4,000 —5,000 ng/ml alrededor de
las semanas 16-22 de gestacion, posteriormente ocurre una caida en los niveles,
llegando a 400 —500 ng/ml a término (Ben-Jonathan et al., 2008).

Por otro lado, sea demostrado que todos los tejidos que componen la interfase
materno-fetal expresan el PRL-R, lo que implica que son blancos directo de la PRL
producida por la decidua que esta presente en liquido amniético (Maaskant, Bogic,
Gilger, Kelly, & Bryant-Greenwood, 1996; Stefanoska, Jovanovi¢ Krivokuca,
Vasilijié, Cuijié, & Viéovac, 2013).

A pesar de que son ampliamente conocidos estos cambios en la secrecién de PRL
durante el embarazo, no se ha abordado lo suficiente su estudio para entender el
significado bioldgico de los mismos. El descenso en la concentracién de PRL hacia
el tercer trimestre de la gestacién en el liquido amniético que parece estar
relacionado temporalmente con las primeras sefiales de trabajo de parto, sustenta
la hipbtesis de que esta hormona tiene un papel clave en el control de las diferentes
sefales y mecanismos que activan, modifican o preparan a los tejidos de la unidad
feto placentaria para el trabajo de parto, por lo que es motivo del desarrollo de este
trabajo de tesis abordar el papel de la PRL sobre la capacidad de quimiotaxis de las
membranas corioamni6ticas humanas.
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Figura 5. Perfil de secrecion de PRL durante el embarazo en los
compartimentos materno y fetal (Ben-Jonathan et al., 2008).

. ANTECEDENTES

La etiologia del trabajo de parto ha sido parcialmente dilucidada a través de diversos
estudios in vivo en ovinos, muaridos y primates no humanos, asi como estudios in
vitro de tejidos y células humanas analizados en conjunto con la evidencia clinica.
Si bien estos trabajos han demostrado que existen diferencias importantes entre las
especies, también han demostrado que el trabajo de parto es un proceso
inflamatorio y que, una vez iniciado este proceso, ocurre la extravasacion de los
leucocitos activados hacia los tejidos de la interfase materno-fetal (Nardhy Gomez-
Lopez, Guilbert, & Olson, 2010; Yuan, Jordan, Mcinnes, Harnett, & Norman, 2009).

Particularmente las membranas corioamniéticas humanas, representan una barrera
fisica e inmunolégica, estos tejidos al no estar vascularizados no presentan
poblaciones de células inmunes profesionales a diferencia del miometrio y el cérvix;
sin embargo, se ha descrito que hacia el final del embarazo y durante el trabajo de
parto existe una significativa infiltracién de leucocitos en la coriodecidua y el amnios
(Hamilton, Tower, & Jones, 2013).

En este sentido, un aspecto relevante es la capacidad de las membranas fetales de
participar activamente en el trabajo de parto, existe evidencia directa de que las
membranas fetales ejercen una actividad quimiotactica, a partir de ensayos de
migracion utilizando la camara de Boyden, los extractos de membranas
corioamnidticas de pacientes con trabajo de parto generaron una mayor atraccion
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de granulocitos, linfocitos T, linfocitos B, monocitos y células NK en comparacion
con extractos de membranas corioamnidticas sin trabajo de parto; esta diferencia
de actividad quimiotactica fue relacionada con una mayor concentracion de
qguimiocinas como IL-8, MCP-1, MIP-1p, Eotaxina, IP-10, MIP-10.y RANTES en los
extractos de membranas de trabajo de parto respecto con las membranas sin
trabajo de parto; los autores concluyen que las membranas contribuyen a formar un
microambiente compuesto por leucocitos especificos que promueve y amplifica los
cambios bioquimicos en las membranas fetales durante el parto (Gomez-Lopez,
Estrada-Gutierrez, Jimenez-Zamudio, Vega-Sanchez, & Vadillo-Ortega, 2009).

Considerando que un amplio numero de estudios clinicos han demostrado que el
trabajo de parto eutécico y el parto pre-término si bien no tienen el mismo origen, si
convergen en el desarrollo del proceso inflamatorio en los tejidos de la interfase
materno-fetal, Zaga y cols. (2004) estandarizaron un modelo de cultivo in vitro de
las membranas corioamnioéticas en un sistema que permite recrear la funcion de
barrera selectiva de estos tejidos, generando dos compartimentos independientes y
asi analizar la respuesta integral de las membranas. Utilizando este modelo los
autores describieron que la coriodecidua y el amnios secretan un patron diferencial
de citocinas, péptidos microbianos y MMP’s en respuesta al estimulo con diferentes
bacterias y endotoxinas que se han asociado al parto pre-término en el humano. S.
agalactiae (Zaga et al., 2004), E. coli (Zaga-Clavellina et al., 2007) y G. vaginallis
(Zaga-Clavellina,Velasco-Mufioz, Flores-Espinosa, 2012).

Por otro lado, existen evidencias experimentales y clinicas sobre la participacion de
la PRL como regulador de la respuesta inflamatoria/ inmunoldgica en los tejidos que
componen la interfase materno-fetal tanto en condiciones normales como
patoldgicas. El tratamiento de membranas corioamniéticas humanas a término con
PRL ovina (1,000 - 10,000 ng/mL) disminuyé significativamente la produccién de
prostaglandina E2 (de 628%- 27%) en comparacion con la secrecion basal (Tyson,
McCoshen, & Dubin, 1985).

El tratamiento de las membranas corioamniéticas humanas a término con PRL
recombinante humana (500 ng/mL) disminuyo la secrecion de IL-13, TNF-a y MMP-
9; siendo este el antecedente mas directo para proponer a la PRL como regulador
clave en el control de las sefiales proinflamatorias asociadas al trabajo de parto
(Zaga-Clavellina, Parra-Covarrubias, Ramirez-Peredo, Vega-Sanchez, & Vadillo-
Ortega, 2014).

Finalmente, el tratamiento de membranas corioamnidticas humanas con PRL
recombinante humana (4,000 ng/mL) fue capaz de inhibir significativamente la
secrecion de citocinas proinflamatorias (Pilar Flores-Espinosa et al., 2017) y
quimiocinas (Flores-Espinosa et al.,, 2019) inducidas por el estimulo con
lipopolisacéarido (LPS); en este sentido la PRL podria formar parte de un mecanismo
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compensatorio en los tejidos para limitar el dafio asociado a un estado de
inflamacion capaz de comprometer la continuidad del embarazo.

El hecho de que la PRL disminuya la secrecion de quimiocinas capaces de
exacerbar el proceso pro-inflamatorio que dirige el trabajo de parto, sugiere que esta
hormona puede regular la migracion de las células profesionales del sistema inmune
gue son quimio atraidas a la interfase materno-fetal. Es por ello que el objetivo de
este trabajo consisti6 en evaluar el efecto de la PRL sobre la capacidad
guimiotactica de cada una de las regiones de las membranas corioamnioéticas,
determinando cuantitativamente la migracion y caracterizando el perfil de las células
mononucleares en respuesta a medios condicionados por cada una de las regiones
de las membranas corioamnidticas.

l1l. JUSTIFICACION

La evidencia cientifica sustenta que, de manera particular la PRL tiene la capacidad
de inducir algunos efectos anti-inflamatorios en tejidos extraembrionarios; sin
embargo, el impacto de los mismos, asi como los mecanismos mediante los cuales
esta hormona es capaz de ejercer sus funciones no se encuentran totalmente
descritos.

Conocer los efectos de la PRL sobre la capacidad de quimiotaxis de las membranas
fetales, aportard conocimiento sobre el proceso de inmuno-regulacién que permite
la supervivencia del feto como aloinjerto durante el embarazo ademas de la
participacion de estos tejidos en el proceso del trabajo de parto; adicionalmente se
proveera evidencia que sustente el uso de esta hormona como un posible buen
candidato para ser utlizado a nivel clinico para el control de expresion de
mediadores proinflamatorios asociados al trabajo de parto y también a la etiologia
de diversas patologias como lo pueden ser el desarrollo de una infeccién
intrauterina, el parto pretérmino y/o la ruptura prematura de las membranas
corioamnidticas que son algunas de las complicaciones asociadas al embarazo que
comprometen su continuidad y provocan complicaciones fisiol6gicas de importancia
en el recién nacido.
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V.

OBJETIVOS

GENERAL

Evaluar si el efecto regulador de la PRL sobre las quimiocinas secretadas al medio
por las membranas fetales en respuesta al LPS de E. coli, se ve reflejado en la
cantidad y fenotipo de células mononucleares del cordon umbilical quimioatraidas
por los medios condicionados haciendo uso de la camara de Boyden ®.

PARTICULARES

1.

V.

Realizar una curva de la secrecion de las quimiocinas RANTES, MCP-1,
MIP-1a, IL-8 e IP-10 por las membranas corioamnioticas en respuesta al
tratamiento coriodecidual con LPS en un rango de 2-72 horas de cultivo
mediante Cytometric Bead Array.

Determinar la concentracion de las quimiocinas RANTES, MCP-1, MIP-
la, IL-8 e IP-10, asi como de las moléculas de adhesion PECAM-1 (CD31)
secretadas al medio por las membranas corioamniéticas después del
tratamiento con LPS y el co-tratamiento con LPS y PRL mediante ELISA.

Estandarizar las condiciones para realizar los ensayos de migracion
celular con la cAmara de Boyden (tiempo de migracién y tamafio de poro
de la membrana).

Cuantificar el numero de células quimioatraidas hacia el compartimento
inferior de la cAmara de Boyden ® por los medios condicionados de las
membranas corioamnibticas.

Determinar la frecuencia fenotipica de las células quimioatraidas hacia el
compartimento inferior de la cAmara de Boyden ® mediante citometria de
flujo.

HIPOTESIS

Sila PRL ejerce un efecto regulador sobre las quimiocinas secretadas al medio por
las membranas fetales en respuesta al LPS de E. coli, el uso de los medios
condicionados provenientes del co-tratamiento de las membranas corioamnidticas
con LPS + PRL disminuird la quimioatraccion selectiva de las subpoblaciones de
células mononucleares de la sangre de cordén umbilical.
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VI. METODOLOGIA

1. DIAGRAMA GENERAL DE LA METODOLOGIA
DESARROLLADA

Metodologia

Validacion de condiciones experimentales
Curva de
Obtencion ®| proliferacion de
muestras células Nb2
biolégicas
Sangre de cordon umbilical Membranas
corioamnioticas Cinética de factores
quimiotacticos en respuesta
¢ a LPS durante 72 horas
Aislamiento de células
mononucleares de sangre de Cultivo primario en
corddn umbilical Transwell
‘ Pre-tratamiento
con PRL

Ensayos de
s | <
migracion

Incubacion O/N 5% CO2, 37°C y humedad

Trataminetos experimentales:

Control, Prolactina, LPS+ PRL,
LPS + DEXA, LPS + MTX

| {

# ‘ Medios de cultivo
condicionados

Células migrantes

Inmunofenatipificacion Conteo de células
por citometria de flujo migrantes por CyQUANT *

Determinacion de
quimiocinas y moléclulas de
adhesion mediante ELISA

—b—‘ Anélisis de datos |-

2. MUESTRAS BIOLOGICAS

Este proyecto fue aprobado por el comité de ética, bioseguridad e investigacion del
Instituto Nacional de Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes (INPer IER-

Pagina | 21



212250-3210-21205-01-15); asi como por la Unidad Médica de Alta Especialidad
Gineco 4 Luis Castelazo Ayala (UMAE Gineco 4 LCA-IMSS R-2017-785-013).

Para este trabajo se obtuvieron 6 muestras de membranas corioamnidticas y de
sangre venosa de cordon umbilical de mujeres con embarazos normo-evolutivos
gue aceptaron participar en el estudio y firmaron el consentimiento informado.

Los criterios para la inclusion de las pacientes en el estudio fueron: edad materna
de 20-35 afos, embarazo de producto Unico a término (37-39 semanas de
gestacion) y ausencia de signos clinicos de trabajo de parto; ademas se realizé un
analisis histopatolégico para evidenciar la morfologia normal y ausencia de
inflamacion en los tejidos.

Se excluyeron del estudio pacientes con infecciones cervico-vaginales en el tercer
trimestre de embarazo, aquellas que presentaron antecedentes de alergia a la
Penicilina, y patologias como sobrepeso u obesidad, polihidramnios u
oligohidramnios.

Los criterios de eliminacion de las muestras fueron: un resultado positivo de
crecimiento bacteriano en el analisis microbioldgico realizado a las membranas
posterior a la toma de la muestra y sefiales de degradacién e hinchamiento de los
tejidos, y/o separacion del amnios y la coriodecidua.

Variable Promedio £ D.E. Rango
Edad materna (afios) e 26 - 39
Edad gestacional (semanas) 38.6+1.0 37- 39
NUumero de gestas 21+1.0 1-3
Peso pre-gestacional (Kg) 66.1 £ 8.0 57- 81
Peso gestacional (Kg) 726 £6.2 57-81

Tabla 1. Variables nominales demograficas de la poblacion de estudio. D.E. =
desviacion estandar.
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3. OBTENCION Y TRANSPORTE DE MUESTRAS

Todas las muestras se colectaron después de la entrega del producto por cesarea
directamente en el quiréfano.

Del cordon umbilical sujeto a la placenta se recolecté sangre de la vena umbilical
mediante puncion con jeringa y, posteriormente se coloc6 la sangre en tubos
heparinizados estériles para evitar su coagulacién y se transporté al laboratorio.

Las membranas corioamnidticas se separaron del disco placentario y fueron
transportadas al laboratorio en un vaso copro estéril con 30 mL de solucién salina
fisiologica (NaCl 0.9 %) estéril (SSF estéril); las muestras fueron transportadas a
temperatura ambiente y fueron procesadas en un lapso de tiempo no mayor a 1
hora posterior a su obtencién.

4. REACTIVOS

PRL recombinante humana (Peprotech; Rocky Hill, NJ, EUA), LPS de Escherichia
coli 055:B5 (Sigma; St Louis, MO, EUA), Medio DMEM (Biowest; Nuaillé, FRA),
RPMI (Biowest), Hidrolizado de Lactoalbumina (HLA) (Sigma; St Louis, MO, EUA),
Dexametasona (DEXA), formulacion comercial Alin (Chinoin Laboratories; Ciudad
de México, MEX) y Metotrexato (MTX), formulaciébn comercial Trixilem (Teva
Laboratories; Toluca, Estado México, MEX).

5. ENSAYO DE BIOACTIVIDAD DE LA PRL

Para asegurarnos que la PRL recombinante humana utilizada (Peprotech®) una vez
reconstituida ejercia su actividad biologica, se utilizé la linea celular Nb2 cuyo
crecimiento es dependiente de PRL y el ensayo comercial de Cell Viability (Cell
Signanling; Danvers, MA, EUA) basada en la determinacion de la actividad
metabolica mitocondrial como medida indirecta de la proliferacion.

Para ello las células Nb2 se colocaron en cultivo con medio Fischer (In vitro, S.A
México) en ausencia de suero fetal bovino durante 24 horas para detener su ciclo
celular en la fase Go. Posteriormente, las células fueron contadas y se colocaron
50,000 células en 50 L de medio de cultivo por pozo, en una placa de 96 pozos y
se adicionaron 100 pL de medio Fischer sin suero fetal bovino con concentraciones
crecientes de PRL (0, 7.8, 15.6, 31.2, 62.5, 125, 250 y 500 pg/mL). Las células se
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incubaron por 72 horas a 37°C, 5% de CO2, humedad; posterior a este tiempo de
incubacion se adicionaron 40 yL a cada pozo, de una mezcla de trabajo que
contenia reactivo XTT y el acoplador de electrones en una proporcion 1:50. Las
células se mantuvieron en cultivo por 48 horas, tras las cuales se midi6 la reaccion
colorimétrica a 492 nm en el espectrofotometro (xMark, Bio-Rad).

6. CULTIVO DE MEMBRANAS FETALES

Una vez en el laboratorio y en campana de flujo laminar, las membranas
corioamnidticas fueron lavadas con SSF estéril para poder eliminar coagulos de
sangre adherentes; posteriormente se cortaron explantes de 2 x 2 cm?, los cuales
se montaron y se sujetaron con ligas de silicon en el sistema Transwell® a los cuales
previamente se les retir6 la membrana de polietileno; creando asi dos
compartimentos (superior que corresponde al coriodecidual; e inferior que
corresponde al amnidtico).

Los Transwell® se colocaron en una placa de cultivo de 12 pozos en la cual se
adicion6 1 mL de medio DMEM suplementado con 0.2% de hidrolizado de
lactoalbimina (HLA), piruvato de sodio 1 mM y solucion antibiético-antimicotico 1x
(100 U/mL de Penicilina; 100 pg/mL de Estreptomicina, 0.25 pg/mL de Anfotericina
B) en ambos compartimentos superior e inferior o bien, se colocaron los
tratamientos experimentales para la obtencion de medios condicionados

7. CINETICA DE SECRECION DE QUIMIOCINAS POR
MEMBRANAS CORIOAMNIOTICAS EN RESPUESTA A LPS

Los explantes previamente incubados por 24 h fueron procesados en esterilidad,
para remover el medio de cultivo que contenian ambas camaras del Transwell.
Posteriormente se colocé medio nuevo de la siguiente manera: El grupo control
Gnicamente fue incubado con medio DMEM suplementado con 0.2% de HLA en
ambos compartimentos. El grupo experimental fue tratado con medio DMEM
suplementadocon 0.2% de HLA mas 500 ng/ml de LPS en el compartimento
coriodecidual, mientras que el compartimento amniotico fue incubado con medio
DMEM suplementado con 0.2% de HLA. Los medios de ambos compartimentos, y
de las condiciones control y tratamiento se colectaron después de 2, 4, 8, 12, 24y
48 horas de incubacion a las condiciones de 37°C, 5 %CO2, humedad y se
almacenaron en congelacion (-70°C).
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8. MEDICION DE MARCADORES QUIMIOTACTICOS POR
MEDIO DE CYTOMETRIC BEAD ARRAY

Para este apartado se utilizd un kit comercial de la marca BD Biosciences que
requiere de la preparacion de una curva, la cual se prepara partiendo de una
alicuota de 250 uL del Estandar (STD) contenido en el kit que cuenta con una
concentracion de 5000 ng /mL de cada una de los quimiocinas a determinar, se
toman 100 uL y se realizaron diluciones seriadas usando buffer diluyente para
obtener las concentraciones de 5,000, 2,500, 1,250, 625, 312.5, 156, 80, 40 y 20
pg/mL.

Posteriormente se realizé el mix de reaccion en donde se adicionaron 2.5 uL de
cada una de las perlas que detectan a las quimiocinas (IL-8, RANTES, MIG, MCP-
1, IP-10) que se encuentran en la mezcla con anticuerpos de deteccion acoplados
a PE, ademas de 12.5 uL de reactivo de deteccion por cada muestra a leer.

Se realiz6 la dilucion de las muestras en una proporcion 1:10 con buffer diluyente y
se adicionaron 25 uL del mix de reaccion, contando la curva; se incubaron las
muestras 3 horas a temperatura ambiente protegiendo los tubos de la luz.

Al finalizar la incubacion se adicionaron 250 uL de buffer de lavado a cada tubo, se
homogenizaron y se centrifugaron a 2500 rpm durante 5 min a temperatura
ambiente, posteriormente se retiraron 200 uL del volumen de cada tubo cuidando
de no tocar el fondo, finalmente las muestras y la curva fueron adquiridas usando el
software FACSDiva 6.1.3 en un citbmetro de flujo FACSAria | (BD Biosciences); vy,
posteriormente el andlisis final se realizé utilizando el software analitico Infinicyt
(Cytognos).

9. ESTIMULACION Y OBTENCION DE LOS MEDIOS DE
CULTIVOS CONDICIONADOS POR LAS MEMBRANAS
CORIOAMNIOTICAS.

A diferencia del procedimiento anterior, para realizar los estimulos a las membranas
y obtener los medios condicionados, una vez montados Unicamente los explantes
correspondientes a tratamientos con prolactina; se pre-estimularon con 4,000 ng/mL
de PRL en ambos compartimentos. Todos los explantes montados en el sistema de
Transwell ® se colocaron en incubadora de CO2 (5%), a 37°C y 95% de humedad
durante 24 horas.
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Posterior a la incubacion de 24 horas, los medios de todos los compartimentos
fueron removidos, y se sustituyeron con 1 mL de medio DMEM + 0.2% HLA fresco
mas cada uno de los tratamientos a evaluar: 1) control, s6lo se adicion6 medio
suplementado a ambos compartimentos; 2) PRL, se adicionaron 4,000 ng/mL a
ambos compartimentos; 3) LPS, se adicionaron 500 ng/mL sélo en el compartimento
coriodecidual; 4) LPS + PRL; 5) LPS + PRL+ Metotrexato [S0uM]= MTX; 6) LPS +
Dexametasona [200nM]= DEXA. Los explantes fueron incubados 24 horas con los
tratamientos, terminado este tiempo los medios de cada compartimento fueron
colectados y almacenados a -70°C hasta su uso (Figura 5).
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Figura 6. Disefio experimental del cultivo y tratamiento de las membranas
corioamnidticas para obtener los medios condicionados.
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10. CUANTIFICACION DE QUIMIOCINAS MEDIANTE ELISA

Utilizando los medios condicionados por las membranas corioamniéticas en
respuesta a los tratamientos experimentales, se determind la concentracion de
RANTES, MIP-1a, MCP-1, IP-10 y PECAM-1 por medio de ensayos de ELISA
comerciales de la marca Peprotech® y R&D® siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Para los ensayos de ELISA todos los medios para determinar quimiocinas fueron
diluidos 1:4 en el buffer de PBS-BSA (0.1%); para PECAM-1 las muestras no fueron
diluidas.

Se colocaron 100 pl del anticuerpo de captura en todos los pozos de las placas
NUNC (Nalgene Nunc, Dinamarca) a la concentracion indicada por el fabricante
(Tabla 1) y las placas fueron incubadas toda la noche a temperatura ambiente.

Posteriormente, el exceso de anticuerpo se retir6 con 300 pl de buffer de lavado
preparado con PBS 1x-Tween 20 al 0.05% (v/v); este lavado se realizd 3 veces
utilizando el equipo Inmunowash 1575 Bio-rad®. Posteriormente se realizd un
bloqueo de los pozos para evitar la unién inespecifica de los anticuerpos colocando
300 pl de una solucién de albumina al 1% en PBS 1X en cada pozo, durante 2 horas
a temperatura ambiente, al finalizar la incubacion las placas se lavaron 3 veces con
buffer de lavado.

Se colocaron 100 pl de cada punto de la curva o de muestra en el pozo
correspondiente y las placas se incubaron por 2 horas a temperatura ambiente.
Terminado el tiempo de incubacion, se lavaron las placas 3 veces con buffer de
lavado. Para detectar la presencia del analito en la muestra, se agregaron 100 pl
del anticuerpo de deteccion a cada pozo (Tabla 1). Las placas se incubaron durante
2 horas a temperatura ambiente, tras lo cual se retir6 el anticuerpo no adherido con
3 lavados utilizando el buffer de lavado.

Después de los lavados, se agregaron 100 pl del conjugado estreptavidina-
HRP/avidina-HRP a cada pozo, incubando por 20 min a temperatura ambiente.

Para el desarrollo de color, las placas se lavaron nuevamente con buffer de lavado
y se agregaron 100 pl del sustrato SigmaFast OPD®, se vigil6 la reaccion de 0-30
minutos y posteriormente las placas se leyeron a una densidad Optica de 450 nm
utiizando un ajuste de curva logistica de 4 parametros (4PL) en el
espectrofotometro xMark (Bio-Rad).
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Quimiocina [Anticuerpo de [Anticuerpo de Curva Marca
captura] deteccion]
MCP-1 100 pg/mL 100 pg/mL 1,000-0 pg/mL | Peprotech
MIP-1a 100 pg/mL 100 pg/mL 4,000-0 pg/mL | Peprotech
RANTES 100 pg/mL 100 pg/mL 2,000-0 pg/mL | Peprotech
IP-10 100 pg/mL 100 pg/mL 1,000-0 pg/mL | Peprotech
PECAM-1 4 pg/mL 200 pg/mL 5,000-0 pg/mL R&D

Tabla 2. Caracteristicas especificas para la determinacion de las quimiocinas
por ELISA.

11. AISLAMIENTO DE CELULAS MONONUCLEARES DE
SANGRE DE CORDON UMBILICAL (CMCU)

La sangre de corddon umbilical fue procesada en una cabina de seguridad bioldgica.
Las CMCU se aislaron mediante una separacién por gradiente de densidad con el
reactivo Lymphoprep® (STEMCELL TECHNOLOGIES, Vancouver, Canada),
siguiendo las indicaciones del fabricante, 25 mL de sangre de corddn umbilical
heparinizada fue diluida en una proporcion 1:1 con SSF estéril ; en un tubo de fondo
conico de 50 mL con 12 mL de Lymphoprep® se colocaron cuidadosamente 25 mL
de la sangre diluida, el gradiente se centrifugd a 400g por 40 minutos y a
temperatura ambiente; en donde se obtuvo un anillo blanquecino entre la fase del
plasma y el Lymphoprep® que corresponde a los leucocitos; este anillo fue
cuidadosamente removido y transferido a un nuevo tubo, en donde se agregaron 10
mL de SSF estéril y se centrifugd 400g por 10 minutos para lavar las células (este
paso se repitié dos veces).

Posteriormente el boton celular fue resuspendido y tratado con 4 mL de solucién de
buffer de lisis de eritrocitos (NH4Cl 155 mM y EDTA10 mM en PBS 1X) por 7
minutos; después se repitieron los lavados con SSF estéril y los ciclos de
centrifugacion, finalmente se resuspendio el botén en 10 mL de medio RMPI sin
suero fetal bovino (SFB) y se determindé la cantidad y viabilidad de la suspension de
células aisladas mediante un ensayo de exclusion con azul de tripan al 0.4% en
PBS 1x, utilizando un hemocitdmetro; las muestras utilizadas contaron con una
viabilidad > 95%.
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Una vez determinada la densidad celular, las muestras se centrifugaron 400g por
10 minutos y se resuspendieron en medio RPMI sin SFB para ajustarlas a una
concentracion de 1x10° células/350 pL para proceder al ensayo de migracion.

12. ENSAYOS DE MIGRACION

Para este ensayo se utilizaron Transwell ® con membranas de policarbonato con
poros de 8um (Costar, Kennebunk; USA). Los medios condicionados de las
membranas fueron descongelados y se adicionaron 350 pL de cada tratamiento y
compartimento (coriodecidua y amnios) en placas de cultivo de 24 pozos; como
controles de migracion se utiliz6 medio DMEM 0.2% HLA (medio base del ensayo)
para el control negativo, como control positivo el medio base se suplementé con
10% SFB. ElI SFB es comunmente utilizado en estos ensayos, debido a que contiene
diversas moléculas como lisofosfolipidos, fibronectina, vitronectina, factores de
crecimiento y quimiocinas que estimulan la migracion celular de forma no
dependiente del tipo celular utilizado. Para evaluar los efectos per se de la PRL
sobre la migracion de las CMCU se adicioné PRL [4,000 ng/mL] en el medio base
del ensayo (Figura 6; 1y 2).

Sobre cada pozo con medio se colocdé un Transwell al cual se adicionaron
inmediatamente 350 pL de suspension de CMCU con 1x108 células en las camaras
superiores del sistema Transwell; finalmente se coloco la placa en cultivo durante
un periodo de 1 hora a 37°C/ 5% CO2, humedad (Figura 6; 3y 4). Al término de este
se procedi6 a realizar el procesamiento para el marcaje de las células migrantes
para el analisis por citometria de flujo y el conteo celular (Figura 6; 5y 6).
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Figura 7. Disefio experimental del ensayo de migracion, el conteo celular y la
inmunofenotipificacion de las CMCU migrantes.

13. CONTEO DE CELULAS MIGRANTES

Para el conteo celular se utilizé el kit CyQUANT® (Invitrogen, Eugene, Oregon); un
ensayo basado en el contenido de ADN marcado con fluorescencia en una muestra
en relacién a los valores de fluorescencia de una curva conocida.

Después del ensayo de migracion se consideraron como células migrantes a
aquellas que atravesaron la membrana del Transwell ® y se depositaron en el fondo
de los pozos de la placa de cultivo (cAmara inferior). EIl volumen total de medio
contenido en la camara inferior se colectd en un microtubo conico de 1.5 mL;
posteriormente se realiz6 un lavado de los pozos con 250 puL de PBS 1X en donde
el volumen también fue colectado; posteriormente se realizé la adicion de 250 pL
de Tripsina a cada pozo, la placa se incub6 por 5 minutos a 37 °C y agitacion suave
para desprender las células adheridas a la placa, al término de la incubacién se
recuperd el volumen de tripsina y se adicion6 a los microtubos de los tratamientos
correspondientes, previamente recuperado.
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Las muestras se centrifugaron a 2500 rpm durante 20 minutos; cuidadosamente se
retiré el medio con micropipeta y se resuspendio el boton celular con 250 uL de PBS
1X para lavarlo. Nuevamente, las muestras se centrifugaron a 2500 rpm durante 20
minutos y se retird el sobrenadante cuidadosamente, para dejar Unicamente los
botones celulares; y, finalmente, de acuerdo a las especificaciones del fabricante,
se congelaron a -70°C para favorecer la lisis de dichas células.

Posteriormente se prepar6 el mix de trabajo con el buffer de lisis celular diluido 20
veces en agua destilada y el colorante CyQUANT® GR a una concentracion final
5X; arazén de 200 pL por muestra.

Se prepar6 una curva de cuantificacion a partir de un stock de células
mononucleares de cordén umbilical de una concentracién de 3x10° células,
mediante el cual se prepararon puntos de 0-700,000 células utilizando el mix de
trabajo. Cada muestra de boton celular congelado y punto de la curva fueron
llevados a un volumen final de 200 pL con el mix de trabajo, todas las muestras se
sonicaron para asegurar la lisis efectiva de las células.

En los pozos de una microplaca para ensayos de absorcién/ fluorescencia se
colocaron los 200ul de cada muestra, la placa se incub6 protegida de la luz y con
agitacion durante 30 minutos. Posteriormente se hizo una lectura de fluorescencia
en el multilector de placa BioTek® Synergy HTX, utilizando un espectro de
excitacion/emisién de 480 nm/520 nm respectivamente; los datos obtenidos fueron
analizados con el software Gen 5 de BioTek® (Winooski, VT, USA).

14. ANALISIS POR CITOMETRIA DE FLUJO

La recuperacion de las células de la camara inferior de los pozos, se llevo a cabo
de la misma forma que para el conteo de células, con la diferencia de que las células
se colectaron en un tubo de fondo redondo de 5 mL.

Los tubos se centrifugaron a 1000 rpm durante 5 minutos y se decantaron los
sobrenadantes, los botones se resuspendieron en 100 pL de PBS 1x, Unicamente
de la muestra control se tomé una alicuota de 10 puL que se coloc6 en otro tubo
como control de autoflorescencia.

Posteriormente se prepardé un mix de trabajo adicionando 3 uL de los anticuerpos
fluorocromados BD Multitest™ CD3/CD16+CD56/CD45/CD19 (BD Biosciences,
San Jose, CA USA) y 1 uL del anticuerpo anti-human CD14 Antibody (BioLegend,
San Diego, CA), por cada muestra a marcar (Tabla 3).
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Estirpe a Marcador Fluorocromo Clona Concentracién

identificar (ng/mL)
Leucocitos CD45 PerCP 2D1 (HLe- 7.5
totales 1)

Linfocitos T CD3 FITC SK7 2.3
CD16 PE B73.1

NK CD56 PE NCAM 2.75
16.2

Linfocitos B CD19 APC SJ25C1 2.3

Monocitos CD14 PE/Cy7 HCD14 150

Tabla 3. Caracteristicas de los anticuerpos fluorocromados utilizados para
realizar el marcaje de células por citometria de flujo.

Se adicionaron 4 pL del mix a cada muestra (exceptuando el tubo de auto-
fluorescencia) y se incubaron por 15 minutos a temperatura ambiente y protegidas
de la luz. Después del marcaje las muestras se fijaron con la Solucion FLS diluida
al momento 1/10 con agua desionizada, agregando 450 pL de la Soluciéon FLS 1X
a todos los tubos, incluyendo el de autoflorescencia, las muestras se incubaron por
10 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad.

Las muestras se lavaron con 500 uL de PBS 1X, se centrifugaron a 400 g por 5
minutos, después se decantaron los sobrenadantes por inversion; finalmente se
resuspendieron las células marcadas y fijadas en 100 yuL de PBS 1x y se guardaron
a 4°C protegidas de la luz por no mas de 3 dias.

Posteriormente los datos fueron adquiridos en citometro de flujo FACSAria | (BD
Biosciences, San Jose, CA USA) y analizados con el software BD FACSDiva 8.0.2,
para obtener las regiones de las subpoblaciones presentes en la muestra (Figura
8).
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Figura 8. Dot-plot representativo de la inmunofenotipificaciéon de las CMCU.
Las regiones fueron seleccionadas a partir de una 12 separacion de células
CD45+, seguido de la separacion en funcion a la positividad para
CD3/CD16+CD56/CD45/CD19y CD14.

15. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

Los datos obtenidos de los diferentes ensayos fueron analizados para determinar
su distribucion mediante la prueba Kolmogorov-Smirnoff.

A los datos cuya distribucién fue normal se les aplico una ANOVA y la prueba de
comparaciones multiples Dunnett’s versus el control. Los datos cuya distribucion no
pasaron la prueba de normalidad, se analizaron con la prueba de Kruskall-Wallis;
en todos los casos los valores de p < a 0,05 se consideraron estadisticamente
significativos.

Todas las gréaficas y el analisis estadistico de los datos se realizaron con el programa
SigmaPlot version 11 (Systat Software Inc; San José, CA; www.sigmaplot.com).
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VIl. RESULTADOS

1. ENSAYO DE BIOACTIVIDAD DE LA PRL

La actividad biolégica de la PRL recombinante utilizada en este trabajo, se probo
mediante un ensayo de proliferacion de la linea celular Nb2 (linfocitos T inmaduros
de rata) que es dependiente de PRL; la proliferacién de la linea celular fue medida
mediante el ensayo colorimétrico de XTT. Los resultados mostraron un incremento
en la actividad metabdlica como medida indirecta de la proliferacion celular de
manera dependiente de la dosis de PRL (Grafica 1).
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Grafica 1. Proliferacion de la linea celular Nb2 en respuesta a PRL. n=3;
ensayos por triplicado. Promedio + desviacién estandar.

2. CINETICA DE SECRECION DE LAS QUIMIOCINAS EN
RESPUESTA AL ESTIMULO CON LPS

La secrecion de las quimiocinas inducida con 500ng/ml de LPS en las membranas
corioamnidticas, se evalué a lo largo de un periodo de cultivo de 0 a 72 horas.

IP-10 aumento a partir de las 12 h post-tratamiento con LPS en la coriodecidua,
mientras que RANTES, IP-10 y MIP-1a aumentaron a partir de las 24 h respecto al
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control sin tratamiento (Grafica 2, A). En el amnios MCP-1 e IP10 aumentaron a
partir de las 24 h post-tratamiento con LPS; RANTES y MIP-1a aumentaron a las
48 h respecto al control sin tratamiento (Gréfica 2, B).
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Grafica 2. Secrecion de quimiocinas en condiciones control y en respuesta al
tratamiento con LPS a lo largo de un periodo de cultivo de 72h. n=4, con cada
intervalo de tiempo por triplicado. Promedio + DE; la diferencia significativa
entre el control y el tratamiento con LPS se representa como * (p<0.05) vs
control.
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3. PERFIL DE SECRECION DE LAS QUIMIOCINAS EN MEDIOS
CONDICIONADOS

Después de aplicar los diferentes tratamientos a las membranas corioamnidticas,
se determind la concentracion de MCP-1, MIP-1a RANTES e IP-10 en los medios
de cultivo, con el objetivo de observar el efecto de la PRL sobre las mismas y
determinar si los medios se habian condicionado del modo esperado.

3.1. SECRECION DE MCP-1

El estimulo con LPS en la region coriodecidual fue capaz de inducir
significativamente 6 veces (22,820.7 +11,729.7 pg/g de tejido) la secrecién con
respecto al control (3,864.7 + 4,893.3 pg/g de tejido). Mientras que el tratamiento
s6lo con PRL (10,208.8 + 6,596.2 pg/g de tejido) no presentd una diferencia
significativa con respecto al control.

Los co-tratamientos de LPS + PRL (11,570.3 £5,972.4 pg/g de tejido) y LPS + DEXA
(10,080.2 £ 5,239.9 pg/g de tejido) disminuyeron significativamente la secrecion de
esta quimiocina en un 49% y 56% respectivamente. El co-tratamiento de LPS + MTX
no fue capaz de revertir de manera significativa el efecto regulador de la PRL.

En la regién del amnios, los tratamientos utilizados no generaron cambios
significativos en la secrecion de MCP-1 (Gréfica 3).
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Grafica 3. Secrecién de MCP-1 en cada una de las regiones de las membranas
corioamnidticas: coriodecidua (CHD) y amnios (AMN) en respuesta al
tratamiento con LPS (500ng/ml) y/o el co-tratamiento con PRL [4000 ng/mL].
DEXA [200 nM]y MTX [50 uM]. n=6 ensayos por triplicado. Mediana con rango
intercuartil. Los datos estadisticos representan & p<0.003 vs. control, * p<0.003
vs. LPS.

3.2. SECRECION DE MIP-1a

El estimulo con LPS en la regién coriodecidual (19,415.5 + 7,021.3 pg/g de tejido)
incremento de forma significativa 23 veces la secrecidon con respecto al control en
la regidn coriodecidual (844.8 + 746.17 pg/g de tejido) y 8 veces en la region del
amnios (9,534.9 + 5,457 pg/g de tejido) con respecto a su control (1,096.1 + 421.2
pa/g de tejido).

El tratamiento solo con PRL no present6 una diferencia significativa con respecto al
control en ambos compartimentos.

El co-tratamiento de LPS + PRL (13,717.6 £ 4,900.8 pg/g de tejido) y LPS + DEXA
(22,795.7 £ 5,586.2 pg/g de tejido) disminuyeron significativamente la secrecion de
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esta quimiocina en un 70% y 43% respectivamente en coriodecidua, en
comparacion con el LPS; en la region amnidtica el co-tratamiento con PRL no
genero6 una disminucion significativa de la secrecion de la quimiocina; pero, por otro
lado, LPS + DEXA (5,305.1 + 2,836.3 pg/g de tejido) si disminuyo la secreciéon de
MIP-1a en un 43%, respecto al LPS.

El co-tratamiento de LPS con MTX (22,795.7 £ 5,586.2 pg/g de tejido) sélo fue capaz
de revertir de manera significativa el efecto del co-tratamiento de LPS + PRL sobre
la secrecion de MIP-1a 2 veces en la regién coriodecidual pero no en la region
amnidtica (Grafica 4).
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Grafica 4. Secrecion de MIP-1a en cada una de las regiones de las membranas
corioamnidticas: coriodecidua (CHD) y amnios (AMN) en respuesta al
tratamiento con LPS (500ng/ml) y/o el co-tratamiento con PRL [4000 ng/mL].
DEXA [200 nM] y MTX [50 puM]. n=6 ensayos por triplicado. Mediana con rango
intercuartil. Los datos estadisticos representan 6 p<0.001 vs. control, * p<0.008
vs. LPS.
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3.3. SECRECION DE RANTES

El estimulo con LPS en la region coriodecidual (787.1 £ 913.6 pg/g de tejido) fue
capaz de inducir significativamente 18 veces la secrecion con respecto al control en
la regidn coriodecidual (1,4501 + 1,0912.9 pg/g de tejido) y 7 veces en la region del
amnidtica (1,876.7+/-1,508.2 pg/g de tejido) con respecto a su control (283.7 + 501
pa/g de tejido).

El co-tratamiento de LPS + PRL no generd una disminucion significativa en la
secrecion de RANTES de ambos compartimentos, respecto al LPS; mientras que el
co-tratamiento con LPS + DEXA) si disminuyé significativamente la secrecion de
esta quimiocina en un 48% en la region coriodecidual (6,933 + 2,124.6 pg/g de
tejido) y en un 43% en el amnios (5,305.1 £ 2,836.3 pg/g de tejido) respecto al LPS.

El co-tratamiento de LPS con MTX no fue capaz de revertir de manera significativa
la secrecion de RANTES con respecto al tratamiento de LPS + PRL en la region
coriodecidual ni amnidtica (Grafica 5).
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Grafica 5. Secrecion de RANTES en cada una de las regiones de las
membranas corioamniéticas: coriodecidua (CHD) y amnios (AMN) en
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respuesta al tratamiento con LPS (500ng/ml) y/o el co-tratamiento con PRL

[4000 ng/mL]. DEXA [200 nM]

y MTX [50 pM]. n=6 ensayos por triplicado.

Mediana con rango intercuartil. Los datos estadisticos representan & p<0.001

vs. control, * p<0.001 vs. LPS.

3.4. SECRECION DE IP-10

El estimulo con LPS en la region coriodecidual incrementd 7.1 veces la secrecion
de IP-10 (4,163 + 28,414 pg/g de tejido) con respecto al control (585.5 = 203.6 pg/g
de tejido); por otro lado, los co-tratamientos de LPS + PRL (4,269.5 + 2,978.2 pg/g

de tejido) y LPS + DEXA (3,203.2 +

8,149.7 pg/g de tejido) no disminuyeron en forma

significativa la secrecion de IP-10 con respecto al tratamiento con LPS.

En la region amniédtica ninguno de los tratamientos modificé de forma significativa la

secrecion de IP-10 (Grafica 6).
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Grafica 6. Secrecion de IP-10 en cada una de las regiones de las membranas

corioamnioticas: coriodecidua

(CHD) y amnios (AMN) en respuesta al
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tratamiento con LPS (500ng/ml) y/o el co-tratamiento con PRL [4000 ng/mL].
DEXA [200 nM]y MTX [50 uM]. n=6 ensayos por triplicado. Mediana con rango
intercuartil. Los datos estadisticos representan & p<0.027 vs. Control.

4. EFECTO DE LOS MEDIOS CONDICIONADOS SOBRE LA
QUIMIOTAXIS DE LAS CMCU

4.1. CONTROLES DE MIGRACION

Con el objetivo de evaluar el funcionamiento adecuado del sistema se considerd un
control negativo y un control positivo para la migracion. Los resultados demostraron
gue en el medio base utilizado para condicionar las membranas fetales la migracion
espontanea fue minima (101,519.7 + 29,262.2 células) en comparacion con el
control positivo (518,074.4 = 111,855 células), el cual presentd un aumento
significativo en el numero de células de 5.1 veces.

Por otro lado, la presencia de PRL a las mismas concentraciones utilizadas para el
tratamiento de las membranas corioamnidticas [4000 ng/ml] no ejercié per se la
migracion de las CMCU y no presento diferencias significativas en comparacion con
el control negativo (Grafica 7).
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Grafica 7. Controles de migracién. Las tres condiciones a evaluar presentaron
como medio base DMEM + 0.2% HLA. n=4. Promedio mas desviacion
estandar.

4.2. NUMERO DE CELULAS MIGRANTES EN RESPUESTA A MEDIOS
CONDICIONADOS.

Los medios condicionados por la coriodecidua no mostraron diferencias
significativas en el numero de CMCU migrantes en respuesta a los tratamientos con
LPS, PRL, el co-tratamiento de LPS + PRL y el co-tratamiento de LPS + PRL + MTX.
Sin embargo, el nimero de CMCU migrantes disminuyé en un 41% en respuesta al
medio condicionado por el tratamiento con DEXA (391,905.7 + 108,641.9 células)
con respecto al nUmero de células migrantes en respuesta al tratamiento de LPS
(674,995.1 + 90,236.2 células).

Los medios condicionados por el amnios mostraron un aumento significativo de 1.25
veces en el nimero de células migrantes en respuesta al medio proveniente del
tratamiento con LPS (699,833 +14,100.8 células) en comparacién con el nUmero de
células migrantes en el medio control (557,637.4 + 28,302.8 células).

En respuesta a los medios condicionados provenientes de los co-tratamientos de
LPS con PRL y DEXA, el nimero de células migrantes (515,848.8 + 81,303 células
y 331,946.3 + 81,982.9 células respectivamente) disminuyeron de forma
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significativa en un 26% y 52% respectivamente en comparacion la migracion
inducida por el medio condicionado por el tratamiento con LPS.

Por otro lado, los medios en donde se utiliz6 MTX como tratamiento mostraron
revertir el efecto de la PRL debido a un aumento significativo de 2 veces el nimero
células migrantes (788,531.7 + 65,862.6 células) con respecto al tratamiento LPS +
PRL (395,686.2 + 145,732.3 células) (Grafica 8).
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Grafica 8. Migracion de células mononucleares inducida por los medios
condicionados provenientes de membranas corioamniéticas: coriodecidua
(CHD) y amnios (AMN) en respuesta a diferentes tratamientos. n=3 ensayos
por duplicado. Promedio mas desviacion estandar. Los datos estadisticos
representan a p<0.001 vs. control, * p<0.001 vs. LPS, Y p< 0.013 vs.
LPS+PRL.

5. INMUNOFENOTIPIFICACION DE LAS CMCU MIGRANTES

Debido a que las quimiocinas presentan una selectividad para activar y dirigir la
migracion de diferentes subpoblaciones de leucocitos, realizamos un analisis por
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citometria de flujo para determinar diferencias entre las poblaciones de las CMCU
migrantes.

La poblacion mas abundante en las CMCU fueron los linfocitos T, seguidos de las
NK, los monocitos y finalmente los linfocitos B.

Por otro lado, los medios condicionados por la coriodecidua y el amnios en
respuesta a los distintos tratamientos experimentales no mostraron una regulacion
significativa en el numero de linfocitos B, NK y monocitos migrantes, pero si en los
linfocitos T.

5.1. MIGRACION DE LAS SUBPOBLACIONES DE CMCU EN RESPUESTA A
MEDIOS CONDICIONADOS POR LA CORIODECIDUA.

De todas las subpoblaciones de leucocitos, Unicamente los linfocitos T mostraron
una disminucién significativa del 50% en el nimero de células quimiotraidas por el
medio condicionado en respuesta al tratamiento de LPS + DEXA (257,467.8
197,204 ceélulas) en comparacion con el numero de células quimioatraidas por el
medio condicionado en respuesta al tratamiento de LPS (524,176.8 + 76,940.2
células) (Grafica 9).
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Grafica 9. Migracion de las subpoblaciones de leucocitos en respuesta a
medios condicionados por la coriodecidua (CHD) con diferentes tratamientos.

Pagina | 44



n=3, ensayos por duplicado. Linfocitos T (CD3*), células Natural Killer (CD56%),
Linfocitos B (CD19%), Monocitos (CD14*). Promedio mas desviacion estandar.
Los datos estadisticos representan & p<0.019 vs. control, * p<0.019 vs. LPS.

5.2. MIGRACION DE LAS SUBPOBLACIONES DE CMCU EN RESPUESTA A
MEDIOS CONDICIONADOS POR EL AMNIOS.

Los linfocitos T quimio traidos en respuesta al medio condicionado por el tratamiento
con LPS (542,143.9 + 31,898.8 células) incrementaron de forma significativa 1.3
veces con respecto a la respuesta en los medios control (421,848.4 + 28,614.3
células). Los medios condicionados por los co-tratamientos de LPS + PRL
(265,199.9 + 125,530.2 células) y LPS + DEXA (206,688.2 + 71,002.5 células)
disminuyeron de manera significativa en un 52% y 62% la migracion de Linfocitos T
con respecto al medio condicionado por el tratamiento de LPS.

En respuesta al medio condicionado por el co-tratamiento de LPS+PRL+MTX
(625,233.7 + 47,7325 células) el numero de células migrantes fue
significativamente 2.3 veces con respecto al numero de células migrantes en
respuesta al tratamiento de LPS+PRL (265,199.9 + 125,530.2 células) (Grafica 10).
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Grafica 10. Migracion de las subpoblaciones de leucocitos en respuesta a
medios condicionados por el amnios (AMN) con diferentes tratamientos. n=3,
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ensayos por duplicado. Linfocitos T (CD3*), células Natural Killer (CD56%),
Linfocitos B (CD19*), Monocitos (CD14%). Promedio mas desviacion estandar.
Los datos estadisticos representan & p<0.001 vs. control, * p<0.001 vs. LPS y
Yy p<0.01 vs. LPS + PRL.

6. PERFIL DE SECRECION DE PECAM-1 EN LOS MEDIOS
CONDICIONADOS

Considerando que un proceso efectivo de migracion implica no solo la secrecion de
factores quimiotacticos sino también de la expresion de moléculas de adhesion, se
cuantifico CD31 para conocer el perfil de secrecion por las membranas
corioamnidticas en respuesta a los distintos tratamientos y determinar si su
secrecion se relaciona con el proceso de migracion de las CMCU.

En la region coriodecidual la secrecion de PECAM-1 no mostré cambios
significativos en respuesta al tratamiento con LPS; sin embargo, en la region
amnidtica, el tratamiento con LPS (1,702.5 + 302 pg/g de tejido) indujo
significativamente un aumento de 1.4 veces en comparacion con el control (1,211 +
244.5 pg/g de tejido).

El co-tratamiento de LPS + PRL (916 + 259.4 pg/g de tejido) y LPS + DEXA (811 *
221.5 pg/g de tejido) disminuyeron de manera significativa la secrecion de PECAM-
1 en un 46% y 52% respectivamente en la region amnidtica con respecto al
tratamiento con LPS; mientras que en la region coriodecidual sélo en el tratamiento
con DEXA (881.5 + 230 pg/g de tejido) se observé una disminucion de un 38 % la
secrecion de PECAM-1 con respecto al tratamiento con LPS (1,438 + 453.1 pg/g de
tejido).

Por otro lado, el co-tratamiento de LPS+PRL+MTX no revirtié significativamente el
efecto observado en los tratamientos de LPS+PRL en las regiones coriodecidual ni
amniética (Gréfica 11).
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Grafica 11. Secrecién de PECAM-1 en cada una de las regiones de las membranas
corioamniéticas: Coriodecidua=CHD y Amnios=AMN en respuesta al tratamiento
con LPS (500 ng/mL) y/o el co-tratamiento con PRL [4000 ng/mL], DEXA [200 nM]
y MTX [50 uM]. n=3 muestras independientes. Las graficas representan promedio +
desviacion estandar. Los datos estadisticos muestran & p< 0.045 vs. CTRL, *
p<0.001 vs. LPS.
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vii. DISCUSION

Durante el embarazo las membranas corioamnio6ticas son claves para entablar la
tolerancia inmunoldgica pero también para entablar una respuesta efectiva frente a
distintos agentes inmundgenos que pudieran invadir la cavidad amniotica, no solo
por su localizacion sino por las competencias inmunolégicas que posee (Shivhare
et al.,, 2015), estas membranas tienen la capacidad de producir citocinas y
quimiocinas que pueden vulnerar la inmunotolerancia del embarazo provocando
condiciones patologicas como el parto pre-término y la ruptura prematura de
membranas

El principal hallazgo de este trabajo fue demostrar la regulacién que ejerce PRL
sobre la secrecion de quimiocinas por las membranas corioamnidticas que se
traduce en un efecto indirecto de esta hormona sobre la quimiotaxis de las CMCU
en respuesta a los medios condicionados por las membranas corioamnioticas.

Utilizando el modelo de cultivo de las membranas corioamnidticas en
compartimentos independientes, se tiene caracterizado que el estimulo con LPS
induce un perfil de secrecion de factores de inflamacion encabezado por TNF-a a
las 24 horas, seguido de IL-1B a las 48 horas de cultivo (Pilar Flores-Espinosa et al.,
2017; Zaga et al., 2004); sin embargo, se desconocia el patron de secrecion
temporal de factores quimiotacticos, por lo cual nuestro primer abordaje fue realizar
una cinética de secrecion de las quimiocinas RANTES, MCP-1, MIP-1a e IP-10
producidas por las membranas corioamniéticas en respuesta al LPS.

Nosotros encontramos que las cuatro quimiocinas estuvieron presentes en los
medios de ambas regiones de las membranas corioamnioticas; sin embargo, en la
coriodecidua los niveles de IP-10 y RANTES fueron superiores a los medidos en el
amnios, mientras que la concentracion de MCP-1 fue mayor en el amnios que en la
coriodecidua.

Con respecto a la respuesta inflamatoria inducida por el LPS en relacion al tiempo,
observamos que en la coriodecidua la respuesta fue mas temprana, presentandose
alas 12 y 24 horas después del estimulo en comparacion con el amnios donde se
presentd a las 24 y 48 horas. Por esta razén, decidimos utilizar como punto de corte
un tratamiento de 24 horas con LPS para asegurarnos de tener un aumento
significativo en la secrecion de quimiocinas en los medios de cultivo condicionados
gue posteriormente se utilizaron en los ensayos de migracion.

Mientras que los efectos de la PRL sobre la regulacion de la respuesta inmune de
las membranas fetales humanas en el contexto de la inflamaciéon ya habia sido
estudiada y reportada por un par de trabajos previos (Flores-Espinosa et al., 2019;
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Zaga-Clavellina et al., 2014), para asegurarnos que en los medios condicionados
utilizados en los ensayos de migracion se observaba la regulacion de PRL
previamente reportada, caracterizamos la secrecion de quimiocinas por ELISA, de
manera general obtuvimos una respuesta similar a la reportada en RANTES y MIP-
1la, pero no en MCP-1.

Nuestros resultados demostraron que MCP-1 es secretado de forma basal por las
membranas corioamnioticas y en mayor cantidad por el amnios. En contraste con
lo reportado anteriormente en nuestro laboratorio (P Flores-Espinosa et al., 2019)
gue indica que esta quimiocina se encuentra Unicamente en la regibn amnibtica,
nuestros resultados demostraron que la region coriodecidual también secreta
cantidades considerables de MCP-1 de forma basal e inducida por LPS y que
ademas el co-tratamiento con PRL es capaz de regular su secrecidon Unicamente en
esta region de las membranas corioamniéticas.

Con relacion a esto, existe evidencia experimental que sefiala que el cultivo de una
fraccion enriquecida de células inmunes provenientes de la region coriodecidual de
membranas fetales con trabajo de parto producen MCP-1 como parte del
microambiente pro-inflamatorio especifico necesario para la quimioatraccion y
“homing” de leucocitos hacia esta region de las membranas (Castillo-Castrejon et
al., 2014). El hecho de que nosotros no eliminamos la decidua materna que esta
adherida a los tejidos, de modo que parte de la secrecién de MCP-1 que nosotros
observamos en nuestros resultados podria ser la suma de la de las células inmunes
que no fueron eliminadas del tejido.

MCP-1 es una quimiocina miembro de la familia CC de las quimiocinas, es capaz
de atraer a monocitos/macréfagos, asi como eosindfilos, baséfilos y células cebadas
al area de inflamacion; adicionalmente puede estimular el estallido respiratorio
requerido para la activacion de macrofagos. La expresion de esta quimiocina
durante el embarazo no solo se reportdé en las membranas corioamnidticas, sino
también en la decidua, endometrio y miometrio (Esplin, Peltier, et al., 2005).

Se ha reportado que altos niveles de MCP-1 se encuentran en liquido amniético en
pacientes con trabajo de parto prematuro asociado o0 no a un proceso infeccioso,
sugiriendo un papel importante de esta quimiocina en el trabajo de parto normal
(Esplin, Romero, et al., 2005).

Otra quimiocina de interés para nosotros fue MIP-1a, nuestros resultados mostraron
que los valores basales de esta quimiocina son muy bajos en la coriodecidua y el
amnios, pero su secrecion es considerablemente inducida en ambos al estimular la
region coriodecidual con LPS, finalmente el co-tratamiento con PRL disminuyé de
forma significativa la secrecion de esta quimiocina en la coriodecidua donde se
aplicé el estimulo directamente, mientras que en la region del amnios solo se
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observa una tendencia de la PRL a disminuir la secrecion de esta quimiocina; estos
resultados son congruentes en parte con lo reportado previamente (Flores-Espinosa
et al., 2019).

MIP-1a es una quimiocina capaz de inducir la activacion de neutréfilos, baséfilos,
eosindofilos, linfocitos y monocitos. Adicionalmente, induce la liberacion de histamina
por los basofilos y células cebadas e incrementa la produccién de otras citocinas
como pro-inflamatorias (Romero et al.,, 1994). A parte de las membranas
corioamnidticas, otras fuentes de esta quimiocina incluyen macrofagos residentes
en la cavidad amnidtica, monocitos/macrofagos y decidua humana (Romero et al.,
1994).

Si bien se ha reportado que los niveles mas altos de esta quimiocina en muestras
de liquido amniotico de embarazos no patolégicos a término se asocian con la
dilatacion cervical (Dudley, Hunter, Mitchell, & Varner, 1996), la expresion génica de
MIP-1a fue mayor en membranas corioamniéticas de embarazos que presentaron
una inflamacién crénica de estos tejidos a nivel histolégico en presencia o ausencia
de infeccion (Kim et al., 2015) lo que demuestra su participacion tanto en la
inflamacion estéril como patoldgica.

Con lo que respecta a RANTES nuestros resultados mostraron que es secretada en
bajas concentraciones de forma basal en el amnios y la coriodecidua, pero
Unicamente en esta Ultima region fue inducida por el estimulo con LPS, esto apoya
los resultados reportados previamente que indican una secrecion diferencial para
esta quimiocina por las diferentes regiones de las membranas (Flores-Espinosa et
al.,, 2019). Ademéas Hoang y cols. reportaron que la estimulacion de membranas
corioamnidticas con [100 ng/mL] de LPS (una concentracion 5 veces menor a lo que
utilizamos en este trabajo) aumenta significativamente la secrecion de RANTES
(Hoang et al., 2014), indicando que la secrecién de esta quimiocina es muy sensible
a la dosis de LPS; sin embargo, el co-tratamiento con de LPS + PRL en la
coriodecidua mostré una tendencia a disminuir la secrecion de RANTES provocado
por el LPS.

RANTES es un potente factor quimiotactico y activador de Monocitos, Linfocitos T,
Basdfilos y Eosindfilos. Participa en la adhesion y migracion de células T al endotelio
y es producida por linfocitos T, Macrofagos, células endoteliales y tejidos
gestacionales (Gomez-Lopez, Laresgoiti-Servitje, et al., 2010). También esta
presente en liqguido amni6tico, donde sus concentraciones disminuyen conforme el
progresa el embarazo, pero incrementa durante el trabajo de parto e infecciones en
la cavidad amniotica (Gomez-Lopez,et al., 2010).

Finalmente medimos la secrecion de IP-10 en los medios condicionados por las
membranas fetales. Nuestros resultados mostraron un nivel muy bajo de secrecion
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de IP-10 por los compartimentos coriodecidual y amniético de forma basal; sin
embargo, al estimular con LPS se observé un aumento significativo en la secrecion
de esta quimiocina en la coriodecidua y no en el amnios, mientras que los co-
tratamientos con PRL, DEXA y MTX no inducen cambios en la secrecion de IP-10.

Considerando lo reportado por Kai y cols., en donde el aumento de la secrecion de
IP-10 es inducible en células estromales del endometrio por concentraciones bajas
de LPS [10 ng/mL] podemos pensar que esta quimiocina es probablemente mas
sensible que RANTES a la dosis de LPS y creemos que en nuestro modelo al utilizar
concentraciones 50 veces mas altas los co-tratamientos con PRL y DEXA ya no son
capaces de regular de forma eficiente la secrecion de esta quimiocina (Kai et al.,
2002).

IP-10 pertenece a la subfamilia de las quimiocinas CXC y es inducida por distintos
factores (IL-1, TNF-a, IFN-a e IFN-y) en muchos tipos de células. También ejerce
propiedades quimiotacticas sobre linfocitos Thl, eosindfilos, monocitos y células
dendriticas. Adicionalmente se le atribuyen funciones en la migracion de células
trofoblasticas, aposicion y adhesion inicial durante la etapa temprana del embarazo
en rumiantes. Ademas, cabe mencionar que el receptor de IP-10 (CXCR3) se
encuentra presente en células del trofoblasto y endometrio humano (Dominguez et
al., 2008).

El efecto inmunomodulador de la PRL sobre la secrecion de quimiocinas en las
membranas corioamniéticas no ha sido reportada por otros grupos de trabajo;
considerando que el embarazo es una condicion fisiolégica muy particular, es dificil
comparar nuestros resultados con otro modelo biolégico, ya que cualquier estado
de hiperprolactinemia fuera del embarazo, tiene un caracter patoldgico.
Adicionalmente a estos resultados, en nuestro grupo de trabajo se ha observado
gue el co-tratamiento con PRL de explantes placentarios no modifico la secrecién
de quimiocinas inducida por LPS (datos no publicados), y en cultivo de células
HUVEC (Células Endoteliales de Cordon umbilical humanas) se observé que PRL
incrementd la secrecion de IL-8 inducida por LPS (datos no publicados), lo que
sugiere que el efecto de la PRL es tejido-especifico y le da un importante significado
bioldgico al papel de las membranas corioamniéticas en el trabajo de parto normal
y patolégico.

Estos resultados de la secrecion diferencial de las quimiocinas inducidas por el LPS
y la regulacion de las mismas por PRL en las membranas corioamnidticas dieron
pauta a considerar la parte medular de este estudio, que fue evaluar la quimiotaxis
de células de CMCU en respuesta a los medios condicionados por estos tejidos.

Este es el primer estudio que aborda el efecto quimiotactico ejercido por las
membranas corioamniéticas en condiciones experimentales, el abordaje que se ha
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hecho consideré lisados de tejido de las membranas corioamnioticas con y sin
trabajo de parto, observando que los lisados provenientes de las membranas de
trabajo de parto se ejercidé una mayor migracion de leucocitos totales obtenidos de
sangre periférica materna (Gomez-Lopez, Vadillo-Perez, Nessim, Olson, & Vadillo-
Ortega, 2011).

Considerando que las CMCU son una poblacién representativa de las células que
estdn presentes en la interfase materno-fetal, y sabiendo que las células
mononucleares de sangre materna periférica presentan y responden a un
microambiente distinto (Vega-Sanchez, Arenas-Hernandez, Vazquez-Perez,
Moreno-Valencia, & Gomez-Lopez, 2015), decidimos utilizarlas las CMCU tratando
de simular un ambiente mas parecido al tercer trimestre del embarazo.

En nuestro trabajo, resultd interesante que el efecto tanto de induccién por LPS
como de regulacion por PRL de los factores quimiotécticos secretados se observo
principalmente en la coriodecidua, en los ensayos de quimiotaxis, el efecto se
observo principalmente en respuesta a los medios condicionados provenientes del
amnios.

Particularmente en los ensayos de quimiotaxis, el nUmero de células migrantes
reflejé el efecto de los co-tratamientos sobre la secrecion de las quimiocinas, es
decir el incremento de RANTES y MIP-1a en el amnios en respuesta a LPS, se
reflejé en un incremento de linfocitos T.

Por otro lado, aunque el co-tratamiento de PRL solo mostré la tendencia a disminuir
estas quimiocinas en el amnios, el numero de CMCU migrantes si disminuy0; esto
apoya nuestra hip6tesis de que esta hormona ejerce un efecto indirecto sobre la
capacidad quimiotactica de las membranas corioamnioticas; hablamos de un efecto
indirecto, porque nuestro control de migracién con PRL demostré que esta hormona
per se no induce la migracion de las CMCU.

Estos resultados de un efecto indirecto son congruentes con lo descrito por Dill &
Walker (2017) en la glandula mamaria; aunque al contrario de nuestros resultados
donde la PRL actia como un factor que limita las propiedades quimiotacticas de los
tejidos gestacionales, ellos observaron que los medios condicionados por una linea
de células de epitelio mamario (HC11) tratada con [100 ng/mL] de prolactina, se
incrementaron la migracion de linfocitos T CD4+ y CD8+, linfocitos B, macréfagos,
monocitos, eosinofilos y neutréfilos, es decir, en este modelo la PRL actia de
manera indirecta favoreciendo la migracion las células inmunes durante el
desarrollo de la glandula mamaria (Dill & Walker, 2017).

Con la intencion de demostrar que nuestro sistema tiene la capacidad de
desinflamarse, en nuestro modelo utilizamos el co-tratamiento de LPS con DEXA,
un conocido anti-inflamatorio esteroideo, como era de esperarse, disminuyé la
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secrecion de quimiocinas en los medios condicionados y también la migracion de
CMCU tanto corion como en amnios.

Por el contrario, el co-tratamiento con MTX, que utilizamos como un inhibidor
inespecifico de la via JACK/STAT (Thomas et al., 2015) revirtio el efecto indirecto
de la PRL aumentando el nimero de células migrantes principalmente en el amnios,
lo cual coincide con el efecto observado en las quimiocinas secretadas en los
medios condicionados.

Adicional a la determinacion del niamero de células migrantes, consideramos
importante determinar el fenotipo de las células por citometria de flujo. Estos
resultados demostraron que la principal poblacion atraida por los medios
condicionados tanto de corion como de amnios fueron los linfocitos T, seguidos por
las células NK, monocitos y finalmente linfocitos B, lo que indica que no hay una
migracion especifica en cuanto a poblaciones celulares, ya que la proporcion de las
poblaciones se mantiene en relacion a las proporciones de células que se aislan de
la sangre de corddn umbilical.

Sin embargo, se puede decir que los linfocitos T fueron mas sensibles a los efectos
indirectos de los tratamientos principalmente en la region amnidtica. En contraste
con nuestros resultados, un estudio donde se utilizaron extractos de membranas
corioamnidticas separadas en coriodecidua y amnios, demostré que la coriodecidua
durante el trabajo de parto es responsable del reclutamiento de granulocitos,
Linfocitos T, Monocitos y NKs; mientras que el amnios es responsable de una mayor
quimioatraccion de Linfocitos B (Nardhy Gomez-Lopez et al., 2011).

Una importante diferencia entre el trabajo de Gomez-Lopez y colaboradores
(Nardhy Gomez-Lopez et al., 2011) y nuestro trabajo recaen en el origen de las
células mononucleares, ellos utilizaron células de sangre periférica, mientras que
nosotros utilizamos células de sangre de cordon umbilical; en relacion a esto
Christopherson y colaboradores mediante ensayos con la camara de Boyden
comparo la migracion de células mononucleares de sangre periférica de adultos y
de CMCU en respuesta a los factores quimiotacticos Exodus-1, 2 y 3 (actualmente
llamadas MIP-3a, SLC y MIP-3[ respectivamente) reporté que las CMCU migraron
2.3 veces mas que las de sangre periférica en respuesta a estos factores
guimiotacticos; ademas demostré que la poblacién atraida preferentemente fue la
de linfocitos T CD4* y CD45RA* (lo que indica que son linfocitos inexpertos);
adicionalmente esto sugiere que estas CMCU no requieren de activacion o algun
otro estimulo de diferenciacion para responder a un evento de migracion
(Christopherson, Brahmi, & Hromas, 1999).

Adicionalmente, evidencia reportada por Taub y colaboradores muestra que en
ensayos de migracion donde se evalla la actividad quimiotactica de RANTES, MIP-
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1a y MIP-183 sobre células mononucleares de sangre periférica se observa una
mayor atraccion de linfocitos T por parte de RANTES, seguido de MIP-1qa; (Taub,
Lloyd, Wang, Oppenheim, & Kelvin, 1993). Adicionalmente se sabe que ademas de
macrofagos, MCP-1 atrae mas a las células T tipo Thz, por lo que sugerimos que el
efecto de regulacion en la migracién preferencial de Linfocitos T que se observa por
parte de la region amniotica podria ser resultado de la suma de estos factores
guimiotacticos en nuestro estudio.

Por otro lado, nosotros pensamos que el no ver un perfil diferencial sobre el resto
de las poblaciones migrantes en nuestros resultados puede deberse al tamafio de
muestra, ya que observamos tendencias de regulacion en las NK en respuesta a los
medios condicionados por la coriodecidua y de monocitos en respuesta a los medios
condicionados por el amnios.

El proceso de reclutamiento y “homing” de los leucocitos mediado por factores
especificos es un proceso que involucra como primer paso que los tejidos secreten
factores quimiotacticos y, que estos factores solubles recluten selectivamente
leucocitos hacia un tejido en particular. Una vez que las células llegan al tejido es
necesario que tanto los leucocitos como los tejidos expresen moléculas de
adhesion, lo cual les permite adherirse al endotelio vascular y posteriormente poder
realizar la extravasacion desde los vasos sanguineos hacia el interior del tejido
(Gomez-Lopez et al., 2011).

En este sentido nos parecio interesante abordar la secrecion de una molécula de
adhesién, ya que existe evidencia en la literatura en donde se caracteriza el
aumento de la expresién de ARN mensajero de las moléculas de adhesién ICAM-1
y PECAM en membranas corioamnioticas con trabajo de parto, en comparacién con
muestras sin trabajo de parto (Osman et al., 2004); y, sabiendo que una de las
funciones basicas de estas moléculas son el mediar la migracion transendotelial de
leucocitos durante un proceso inflamatorio, nos dimos a la tarea de cuantificar la
secrecion de PECAM-1 en los medios condicionados por las membranas
corioamnidticas para saber si existia una relacion con el proceso de migracion que
observamos previamente.

De manera interesante, encontramos que esta molécula también se encuentra
regulada en nuestro sistema, ya que el tratamiento con LPS indujo un aumento de
la secrecion de PECAM-1, mientras que el co-tratamiento con PRL disminuy6 de
forma significativa el efecto del LPS en los compartimentos coriodecidual y
amniotico; si bien no se encuentra reportado algun antecedente sobre la regulacion
de PECAM-1 por PRL sobre membranas fetales; se ha reportado que se observan
cambios de esta molécula en distintas patologias durante el embarazo como lo
reportado por Zbucka-Kretowska en donde se observa que PECAM disminuye
significativamente sus niveles en muestras de liquido amniotico de neonatos
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diagnosticados con Sindrome de Down (Zbucka-Kretowska et al., 2018). Por otro
lado, se ha visto que los niveles de E-Selectina, P-Selectina y PECAM-1 se
incrementan en el suero de pacientes embarazadas con pre-clampsia en
comparacion con pacientes embarazadas sanas (Krauss et al., 1998).

Relacionado a esto, se sabe que, durante la progresion de una respuesta
inflamatoria, las isoformas solubles de moléculas de adhesion son liberadas de las
superficies de las células debido al conjunto de sefiales que producen dafio de
tejido, permitiendo que estas moléculas se acumulen en el plasma sanguineo. Estas
isoformas solubles se consideran posibles biomarcadores de la severidad de un
proceso inflamatorio por lo que nosotros asociamos la presencia de PECAM-1 en
los medios condicionados a dafio tisular generado por el estimulo que adicionamos
de LPS; asi mismo, sugerimos que el co-tratamiento con PRL ejerce un efecto
inmunosupresor de la respuesta inflamatoria que genera el LPS y por ello vemos
una disminucion significativa de su secrecién en los medios condicionados por
ambos compartimentos.
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Figura 9. Esquema integrativo de la respuesta de las membranas
corioamnidticas ante el estimulo de LPS y el co-estimulo de LPS y PRL
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IX. CONCLUSIONES

Nuestros resultados sugieren que la PRL ejerce un efecto indirecto en la migracién
de las células del sistema inmune como los linfocitos T, a través de la inmuno-
regulacion diferencial y selectiva de los factores quimiotacticos y moléculas de
adhesion secretados por las membranas corioamniéticas; es decir que la PRL ejerce
un efecto profundo sobre la capacidad de respuesta inmune de las membranas
corioamnidticas y, eventualmente de la quimiotaxis de estos tejidos durante un
evento inflamatorio, aportando evidencia del papel clave y regulador que juega esta
hormona durante el embarazo.
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