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|. Introduccion

La presente tesis se realiz6 en el marco del proyecto INPer 2018-1-152 y CB-A1-S-27832
titulado “Evaluacion del efecto de la insulina y la metformina sobre el perfil inflamatorio y la
inmunidad innata de la placenta humana en un modelo in vitro de diabetes mellitus
gestacional”.

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad metabdlica caracterizada por hiperglucemia
crénica con alteracién del metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas como resultado
de la disfuncién en la produccion de la insulina por el pancreas o desregulacion en sus vias
de sefalizacién. La diabetes mellitus gestacional (DMG) es un tipo de diabetes que se define
como la intolerancia a la glucosa que comienza o se vuelve detectable por primera vez en el
embarazo. Es la enfermedad metabdlica mas frecuente en mujeres embarazadas afectando
hasta al 25 %. La DMG se relaciona con varias complicaciones en la madre y en el feto. En
la madre se asocia con parto pretérmino (PP), preeclampsia, intervencion por cesérea y
ruptura prematura de membranas corioamnibticas (RPM). Por otra parte, el feto puede
desarrollar macrosomia, hipoglucemia neonatal, distocia de hombros, o bien, puede tener
desenlace de 6bito (muerte al nacer). Ademas, a largo plazo, las mujeres con DMG tienen
alrededor de diez veces mas probabilidades de desarrollar diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) en
el futuro e, incluso, se ha reportado que hasta la mitad de ellas desarrollaran DMT2 en la
década siguiente (Choudhury & Devi Rajeswari, 2021).

En México es dificil establecer con precisién la tasa de incidencia de pacientes con DMG,
debido a la variabilidad en los criterios diagndsticos y puntos de corte establecidos por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la Federacién Internacional de Diabetes (IDF), y el
Colegio Americano de Obstetras y Ginecélogos (ACOG). Se estima que el 17% de los
embarazos en el mundo cursan con DMG (Dainelli et al., 2018). Asimismo, la IDF en el 2022
estim6 una prevalencia de 7.8% en América del Norte y el Caribe (Wang et al., 2022).
Desafortunadamente, en México las cifras no son menores. Un reporte publicado
recientemente indica que a lo largo de los ultimos 30 afios ha ido en aumento la incidencia
de DMG en nuestro pais, pasando de un 4% a un 30% aumentando en un 26% (Dainelli et
al., 2018). Ademas, estos datos indican una tendencia al alza si se toman en cuenta los
factores de riesgo para esta enfermedad. Uno de ellos es el aumento de la proporcion de
mujeres con obesidad en edad fértil que ha pasado de un 37.6% en el afio 2020 a un 39%
para el afio 2021 (ENSANUT, 2022).

De manera breve, en las mujeres sanas se desarrolla un estado fisiolégico de resistencia
periférica a la insulina a partir del segundo trimestre de gestacion con el fin de incrementar el
suministro de glucosa hacia el feto. Sin embargo, las mujeres con DMG no logran compensar
esta resistencia a la insulina y terminan desarrollando el cuadro de hiperglucemia
caracteristico de esta enfermedad (Choudhury & Devi Rajeswari, 2021).

Ademas de la hiperglucemia, las pacientes con DMG experimentan cambios en su sistema
inmune innato, lo que las hace mas propensas al desarrollo de infecciones tanto bacterianas
como fangicas. El 90% de los casos de infecciones por hongos son de tipo candidiasis
vulvovaginal a causa de Candida albicans (Pradenas & Marcelo Pradenas, 2014). En
conjunto, los cambios en la respuesta inmune innata en la DMG y la produccion de estrogenos
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incrementada durante el embarazo resultan en un incremento de los depdsitos de glucdégeno
vaginal, asocidandose con altos indices de colonizacion, infeccién y recurrencias por C.
albicans. Dado que hasta el 30% de los PP son debidos a una infeccién, y que C. albicans es
la causa mas frecuente de infecciones durante el embarazo (Akinbiyi et al., 2008; Hernandez
et al., 2017; Marschalek et al., 2016; Mucci et al., 2017), podemos inferir que este hongo
contribuye de manera relevante con el desarrollo del PP y RPM.

Se ha documentado que, en promedio 40.6% de los casos de DMG se controlan con dieta y
ejercicio Unicamente, mientras que el 59.4% restante debe ser tratado con medicacién, siendo
la insulina la primera linea de intervencién. Como segunda opcion se administra la
metformina, la cual es el medicamento mas utilizado (en mas del 63%), reduciendo el uso
exclusivo de insulina hasta en un 22% y la combinacién insulina - metformina en un 13% de
los casos (Dainelli et al., 2018). La insulina no atraviesa la barrera placentaria por lo que no
representa un riesgo directo para el bebé. Sin embargo, el dolor y las molestias asociadas a
su aplicacion subdérmica resultan en una menor tasa de apego al tratamiento. Por esta razén,
varios paises aprueban el uso de metformina para tratamiento de la diabetes durante el
embarazo. El mecanismo de accién de la metformina es a través del bloqueo de la enzima
transportadora mitocondrial glicerol-3-fosfato deshidrogenasa. Esta enzima, favorece la
actividad en la ruta de la glucogeno-génesis, inhibe la gluconeogénesis hepatica y sensibiliza
los tejidos dependientes de insulina (Choudhury & Devi Rajeswari, 2021). Ademas, se sabe
gue la combinacién de insulina y metformina tienen acciones hipoglucemiantes por su accion
antiinflamatoria en distintos tipos celulares (Adams Waldorf & McAdams, 2013; Choudhury &
Devi Rajeswari, 2021; Postler et al., 2021; Sun et al., 2014).

Si consideramos que C. albicans es la primera causa de infeccién durante el embarazo y que
la hiperglucemia libera citocinas y quimiocinas que generan un ambiente proinflamatorio, el
tratamiento controlado con insulina y metformina podria ser un tratamiento efectivo para la
DMG. El objetivo de esta tesis es evaluar las potenciales propiedades antiinflamatorias de
estos farmacos para ayudar a contrarrestar el dafio que provoca dicho ambiente inflamatorio.
Dado lo anterior, en este proyecto nos planteamos evaluar cémo la insulina y la metformina
podrian modificar favorablemente la respuesta inflamatoria de la placenta humana cuando es
retada por una infeccién por C. albicans en el contexto de la DMG.

1.1 Diabetes mellitus (DM)

La diabetes mellitus es una enfermedad metabdlica que afecta al sistema enddcrino asociada
a un grupo de trastornos que derivan en afecciones al corazon, 0jos, nervios y rifiones (Cho
et al., 2018). Se caracteriza por altas concentraciones de glucosa en sangre debido a un mal
funcionamiento en la produccion de la insulina por el pancreas y/o en su accion en los tejidos
diana, alterando el metabolismo de los carbohidratos, lipidos y proteinas. Depende de
multiples factores entre los que se encuentran el origen étnico, la raza, la edad, el género,
composicion corporal, asi como de los criterios tomados en cuenta para la deteccion y
diagnéstico (Choudhury & Devi Rajeswari, 2021).

La diabetes ha mostrado un rdpido crecimiento en el mundo y actualmente se le considera
uno de los principales problemas de salud publica (Choudhury & Devi Rajeswari, 2021). La
IDF realiz6 un estudio de proyeccién y estima que hacia el afio 2045 habra 784 millones de
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casos (11.2%); en comparacion, la cifra en 2021 fue de 537 millones (9.8%) (International
Diabetes Federation, 2021).

En la préactica clinica, la DM se agrupa en cuatro amplios grupos de mayor frecuencia: la
diabetes mellitus tipo 1 (DMT1), la diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), tipos especificos debidos
a otras causas y la DMG. La DMTL1 es una entidad autoinmune y se caracteriza por una
deficiente o nula secrecién de insulina, por lo que los pacientes requieren de su administracion
exdgena de por vida. Por otro lado, la DMT2 es el tipo de diabetes mas prevalente, y se debe
a unainadecuada secrecion de insulina, asi como resistencia periférica a su accion. Del tercer
tipo son dadas por sindromes de diabetes monogénica o inducidas por farmacos o sustancias
guimicas (American Diabetes Association, 2023; ElSayed et al., 2023). Del cuarto tipo, la
DMG, se describe con profundidad en el siguiente apartado.

1.2 Diabetes mellitus gestacional (DMG)

La DMG se define como aquella intolerancia a la glucosa detectada por primera vez en el
embarazo. El cuerpo no puede compensar este desequilibrio metabdlico asociado con la
condicibn del embarazo para satisfacer la demanda de energia del feto, generando
resistencia a la insulina e hiperglucemia. Esta demanda energética fetal aumenta a partir de
la segunda mitad del embarazo, por lo que esta condicibn cominmente se manifiesta y
diagnostica en el segundo o tercer trimestre. La alta concentracion de glucosa periférica
genera un ambiente glucotdxico para las células B pancreaticas, asi como para otros 6rganos,
favoreciendo la produccién de IL1B y otras citocinas pro-inflamatorias (American Diabetes
Association, 2014; Choudhury & Devi Rajeswari, 2021; Katra et al., 2016).

La prevalencia mundial reportada de casos con alguin tipo de hiperglucemia durante el
embarazo en el 2017 fue de aproximadamente 21.3 millones (16.2%), de los cuales, el 86.4%
fue debido a la DMG (18.4 millones). Uno de los factores de riesgo es la edad materna
avanzada. Por ejemplo, en madres con edad entre 20 a 24 afios se reporté una prevalencia
de 9.8%, mientras que al considerar un rango de 45 a 49 afos, la prevalencia aument6 a un
45.1% (Cho et al., 2018).0tros factores de riesgo que aumentan la probabilidad de presentar
DMG durante el embarazo, incluyen los antecedentes heredofamiliares de diabetes, origen
étnico, obesidad y antecedentes personales de intolerancia a los carbohidratos, DMG en
embarazos previos o sindrome de ovario poliquistico (SOP) (Choudhury & Devi Rajeswari,
2021).

Finalmente, las madres con DMG tienen mayor riesgo de presentar los siguientes eventos
adversos del embarazo: PP, preeclampsia, intervencion por cesarea y PROM. En el feto, los
eventos adversos a corto plazo incluyen hiperinsulinemia neonatal, macrosomia,
hipoglucemia neonatal e hiperbilirrubinemia. Tal como ya se describié, en el largo plazo
aumenta el riesgo tanto en la madre como en el feto de desarrollar DMT2 (Wani et al., 2020).
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1.2.1 Diagnéstico

La deteccion y diagnéstico de la DMG debe de realizarse a partir de las 24 a 28 semanas
(inicio del tercer trimestre de gestacion). Existen dos enfoques recomendados para el
diagnostico de la DMG, el enfoque de un paso y el enfoque de dos pasos. La prueba
recomendada es la que conlleva un enfoque de dos pasos. Consiste en una prueba de desafio
de tolerancia a la glucosa (OGCT) 50 g sin ayuno y medicion de glucosa plasmatica a la hora.
Si los valores obtenidos son 2140 mg/dL se realiza la prueba de tolerancia a la glucosa oral
(OGTT). Esta prueba consiste en administrar un bolo de 100 g de glucosa en ayuno, en donde
el diagnostico de DMG se realiza si se obtienen al menos dos de los siguientes valores de
glucosa en plasma (Mack & MDb, 2017):

FPG: 95 mg/dL
1 h: 2180 mg/dL
2 h: 2155 mg/dL

3 h: 2140 mg/dL

El enfoque de un paso de OGTT se realiza con bolo en ayuno de 75 g de glucosa. En este
caso, el diagnostico de DMG se realiza si se obtiene al menos uno de los siguientes valores
de glucosa plasmatica (Metzger et al., 2010):

FPG: 292 mg/dL
1 h: 2180 mg/dL

2 h: 2153 mg/dL

1.2.2 Resistencia a la insulina en la DMG

Durante el embarazo se desarrolla un estado fisiolégico de resistencia a la insulina con la
intencién de mantener un adecuado suministro de glucosa hacia el feto. Esta resistencia a la
insulina suele ser més evidente a partir del segundo trimestre de gestacion, por lo que es
fundamental la deteccién temprana en las pacientes. Incluso, se ha planteado el poder
detectarla desde el primer trimestre midiendo biomarcadores asociados a la resistencia de
insulina, y a la inflamacion, al aumento del factor de crecimiento placentario, proteina C
reactiva elevada, deficiencia de vitamina D, niveles altos de glucosa y triglicéridos, e incluso
el sindrome metabdlico (Wani et al., 2020).

La resistencia fisiol6gica a la insulina se presenta debido a que en el embarazo se producen
multiples hormonas contrarreguladoras de la glucosa, como hormona del crecimiento,
cortisol, estrégenos, progesterona, lactdégeno placentario humano, y la insulinasa placentaria
(Choudhury & Devi Rajeswari, 2021). En conjunto todas estas hormonas aumentan la
glucemia y favorecen la resistencia a la insulina. Para responder a esta resistencia, la madre
experimenta cambios con el fin de favorecer la biomasa y actividad de las células -
pancreaticas, y de esta forma favorecer la sintesis de insulina. El exceso de insulina puede
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entonces compensar la resistencia fisioldgica a esta hormona, y permitir la continuacion del
embarazo en condiciones euglicémicas (Zhang et al., 2013).

Las pacientes que presentan los factores de riesgo como obesidad pregestacional,
intolerancia a los carbohidratos, y antecedentes de diabetes gestacional, producen entornos
glucotoxicos y lipotoxicos que bloquean los mecanismos de proliferacion y actividad de las
células B-pancreéticas (Bensellam et al., 2012). Por lo tanto, estas pacientes son incapaces
de sintetizar mas insulina y responder a la resistencia fisiolégica a esta hormona. Como
resultado, los niveles de glucosa comienzan a incrementar y se establece el cuadro
caracteristico de hiperglucemia (Salazar-Petres & Sferruzzi-Perri, 2022)

Ademas del descontrol glucémico, las pacientes con DMG también pueden presentar
desbalance lipidico. Por ejemplo, las pacientes con DMG presentan valores mucho mas altos
de colesterol y triglicéridos en comparacion de las mujeres embarazadas que no presentan
esta condicién (Hu et al., 2021). Asimismo, y de manera redundante, esto promueve la
resistencia a la insulina en estas pacientes.

Finalmente, debido a la alta probabilidad de desarrollar DMT2 después de haber presentado
DMG en el embarazo, se recomienda realizar pruebas de deteccion rutinarias de diabetes,
desde las 6 a 12 semanas después del parto. Las pruebas de rutina incluyen la medicién de
la glucosa en ayuno y la hemoglobina glicosilada (Katra et al., 2016).

1.3 Infecciones vulvovaginales en la DMG

La DMG se ha asociado con resultados perinatales adversos, como la RPM, PP, macrosomia,
hipoglucemia neonatal, alteracion en la microbiota vaginal e infecciones asociadas como las
infecciones vulvovaginales (Zhang et al., 2018). En particular, este Ultimo punto se puede
explicar parcialmente debido a que en el embarazo con DMG, la hiperglucemia y la alta
concentracion de estrégeno favorecen los altos depésitos de glucégeno en el epitelio vaginal.
Este cambio morfoanatémico predispone a la colonizacion de C. albicans (Zhang et al., 2018).

La alteracién de la microbiota vaginal, también conocida como disbiosis, se caracteriza por la
colonizacién de microorganismos patdégenos, como Candida spp. 0 estreptococos del grupo
B (como Streptococcus agalactiae), o bien, una infeccion combinada, generando el escenario
de vaginitis mixta (Akinbiyi et al., 2008). Los cambios en las poblaciones de lactobacilos
vaginales favorecen la disbiosis, la colonizacion de microorganismos patdgenos, y, en
consecuencia, el desarrollo de infecciones vaginales. Si el desequilibrio es persistente, se
asocia con inflamacién cronica, que conlleva a vaginitis e infecciones vulvovaginales (Kalia et
al., 2020).

Durante el embarazo, este escenario de vaginitis puede desencadenar una infeccion
intrauterina ascendente (Figura 1), lo que incrementa los riesgos de complicaciones en el
mismo (Wang et al., 2022). En un escenario desfavorable, la infeccion vaginal puede
ascender a la cavidad intrauterina y llegar a la decidua, extenderse al espacio entre el amnios
y el corion, llegar a la cavidad amnidtica y finalmente alcanzar al feto. Posteriormente, los
organismos patdégenos que ingresan a la cavidad amniética son reconocidos por el sistema
inmunitario materno y fetal, lo que desencadena la respuesta inflamatoria que conduce al PP,
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caracterizada por la exacerbada produccion de citocinas proinflamatorias como IL13, TNF-a,
IL6 e IL8 (Discacciati et al., 2011). Asi mismo, la respuesta inflamatoria secundaria a la
infeccion también incluye al factor activador de plaquetas, prostaglandinas, leucotrienos y
oxigeno reactivo (Romero et al., 2006). De manera interesante, el mayor desencadenante
asociado a la induccién del PP es la respuesta inflamatoria exacerbada a consecuencia de la
infeccion, y no por la sola presencia de estos microorganismos en la placenta o las
membranas corioamniéticas (Zhou et al., 2010).

Placenta Utero

Funisitis

Infeccion de
liquido
amnidtico

Corioamnionitis

Infeccion

fetal VA
Infeccién e

coriodecidual i o
a 4 ——S Cérvix
o o
o

Vagina

Feto

Figura 1. Infeccién ascendente cervicovaginal en el embarazo. La infeccién asciende por el cuello uterino, llegando
primero a las membranas, después a la placenta, asi como al cordén umbilical, liquido amniético y eventualmente
al feto. Tomado y modificado de Goldenberg et al. (2000).

1.3.1 Candida albicans

C. albicans es un hongo dimorfico, lo que significa que puede pasar de una morfologia de
levadura a una de hifa segun las condiciones en las que esté expuesto. Las principales
sefiales que predisponen el cambio a hifa son: el pH ambiental, incorporacion fisica de C.
albicans a una matriz, hipoxia y bajos niveles de nitrdgeno. Se sugiere que la forma infecciosa
es la de hifa, por lo que se necesitaria la transicion de levadura a hifa para generar esta fase
(Gow et al., 2011; Kashem et al., 2015).

C. albicans pertenece al Reino: Fungi, Filo: Ascomycota, Orden: Saccharomycetales, Familia:
Saccharomycetaceae, Género: Candida y Especie: C. albicans (Vienne, 2016). Tiene forma
de levadura eliptica de gran tamafio con capacidad de formar hifas. Es un patégeno
oportunista que aprovecha la baja de defensas inmunolégicas de su hospedero para
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favorecer la infeccion, por lo que el escenario de hiperglucemia es favorecedor para la
patogenia de este hongo (Dignani et al., 2009).

En su forma de hifa, presenta mayor adhesion a los tejidos debido a su capacidad de unirse
a la hemoglobina como fuente de hierro. La hifa toma el hierro como fuente nutricional con
una estrategia de hemodlisis, que es favorecida por la liberaciébn de mananos (funcionando
como adhesinas a las células epiteliales) que se encuentran en su pared celular. De esta
manera ingresa al torrente sanguineo para su posterior infiltracion a los érganos internos
(Calderone et al., 2000). Los glucoconjugados parecen ser los receptores de adhesion para
C. albicans; la adhesion también se ve favorecida por la secrecién de enzimas liticas, asi
como de manoproteinas de la pared celular ancladas a glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Martin
et al., 2020).

La pared celular de C. albicans (Figura 2) esta compuesta por un 80-90% de carbohidratos y
una capa externa de manoproteinas glicosiladas, predominantemente O- y N- ligados a
polimeros de manosa (mananos). Estas estructuras son el primer contacto que se tiene con
el hospedero. La pared interna contiene polisacaridos esqueléticos de quitina y p-1,3-glucano
gue confiere fuerza y estructura celular. En su forma de levadura la quitina es alrededor del
2% de su pared celular. En su forma hifal su contenido es de 3 a 5 veces mayor. Por otro
lado, en esta forma, el contenido B-1,3-glucano es menor. Estos cambios influyen en la
deteccidn inmunitaria propia del hospedero, asi como en la respuesta inmunitaria que pueda
tener a futuro (Gow et al., 2011).

100nm : == manano == [(3-1,6-glucano = quitina
=== Proteinas == [3-1,3-glucano

Pared
exterior

Pared
interior

Membrana celular

Figura 2. Microfotografia y representacion esquematica de la pared interna y externa de C. albicans. La pared
externa tiene en su mayoria carbohidratos covalentemente unidos para la formacién de glicoproteinas (~ 39%) y
B-1,6 glucano. La pared interna contiene una capa esquelética de quitina (~2%) y B-1,3-glucano. Modificada y
tomada de Gow et al. (2011)
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1.3.2 Candidiasis

C. albicans suele ser parte de la microbiota vaginal, sin embargo, se vuelve una complicacion
médica (candidiasis) cuando los cambios en las poblaciones de este hongo influyen en la de
otros microorganismos no patdégenos, generando disbiosis. Esto suele ocurrir al hacer uso
indebido de medicamentos antimicrobianos orales o vaginales que frecuentemente destruyen
los Lactobacillus que forman parte de la microbiota normal (Blomberg et al., 2023). Otros
factores importantes son la supresiéon inmunoldgica, predisposicién genética o la condicion
de diabetes en el embarazo, debido a las altas concentraciones de glucosa no controladas
en las secreciones vaginales, asi como los altos valores de estrogenos, sobre todo en el tercer
trimestre del embarazo (Martin et al., 2008; Mills, 2017; Nyirjesy & Sobel, 2015). Esta especie,
seguida de C. glabrata son las mas comunes en las infecciones vaginales por candidiasis (He
et al., 2022).

El cambio en el microambiente vaginal es lo que permite la colonizacion de las levaduras de
C. albicans, tanto en pacientes con DM como con DMG (Zhang et al., 2018). Por ejemplo, se
conoce que los estrogenos disminuyen la sintesis de inmunoglobulinas por parte de las
células epiteliales vaginales, lo que favorece su proliferacion. Por otro lado, la progesterona
inhibe la accion de los neutrofilos para atacar a este hongo (Lukic et al., 2017). Esto provoca
no sélo cambios en el ambiente vaginal, sino también en los marcadores que expresa C.
albicans como son sus factores de proliferacién, germinacion, virulencia y de adherencia a
los tejidos vaginales, asi como la secreciéon de fosfolipasas y candidalisina. Finalmente, la
presencia de altas concentraciones de glucosa en el embarazo con DMG permite que la
levadura pase a su forma mas infecciosa, es decir, la de hifa (He et al., 2022; Nyirjesy &
Sobel, 2015; Zhang et al., 2018).

Los Lactobacillus idealmente crecen en un pH superior a 4.5, mientras que su crecimiento a
un pH menor a 4 no es favorable (Mills, 2017). Durante el embarazo, la produccién de
estrogenos acidifica el pH vaginal, lo que puede alterar la microbiota vaginal, dificultando el
crecimiento de los Lactobacillus y por lo tanto, se favorece la proliferacion de agentes
patégenos como C. albicans. Ademas, y tal como ya se ha descrito, el exceso de glucosa en
las pacientes con DMG favorece adn mas el crecimiento de microorganismos patégenos.

La patogenia vulvovaginal por candidiasis se caracteriza por: 1) adhesién celular mediante
las proteinas AIS3 y Hwp1l, que actian como adhesinas; 2) invasion de las células epiteliales
mediante las proteinas AIS3 y Ssal, que actian como invasinas; 3) formacién de biofilms
orientado hacia la formacion de hifas y secrecion de factores de virulencia, lo que genera un
ambiente inflamatorio (Figura 3) (Kalia et al., 2020).
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Figura 3. Invasividad de C. albicans en los tejidos. Inicia con la adhesion celular epitelial, seguido de la
colonizacion e invasion por las hifas en el tejido. Posteriormente continta la infiltracion y diseminacion vascular en
el torrente sanguineo para finalizar con la colonizacién de otros tejidos y diseminar la candidiasis a 6rganos
internos. Tomado y modificado de Gow et al. (2011).

En algunos casos, la candidiasis vaginal puede ser asintoméatica debido a la respuesta
protectora del sistema inmune innato de la vagina, lo que evita el desarrollo de inflamacion
evidente, o bien se desarrolla una respuesta inflamatoria baja (Fidel, 2005). Ante la presencia
de infeccion, la respuesta para contrarrestar parece estar mas asociada con el ambiente
vaginal que con el microorganismo patégeno (Fidel et al., 2004). Por ejemplo, los neutrofilos
polimorfonucleares (PMN) tienen distintos mecanismos de actividad antifungica, con lo que
generan inflamacion en el ambiente. En la candidiasis vaginal, se sugiere que la muerte
inherente de la poblacién migratoria de los PMN en el entorno vaginal inhibe su correcto
funcionamiento de accién, lo cual ha sido probado en un modelo murino debido a la
deficiencia de citocinas que abarcan el eje Thl7 (respuestas criticas en los PMN en
infecciones por Candida spp) (Yano et al., 2018).

El cuadro clinico de la infeccibn por candidiasis incluye picazén, secrecién vaginal
blanquecina espesa, dolor, ardor e irritacion vaginal (He et al., 2022). De manera
convencional, los antimicoticos de eleccidn son azol topico y fluconazol (Tapia et al., 2017).
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1.4 Inflamacién en la DMG

Para llevar a cabo un embarazo a término de manera exitosa, la placenta posee diferentes
mecanismos que evitan el rechazo inmunoldgico por parte de la madre hacia el feto, a la vez
gue permite responder activamente ante una posible infeccion. Para generar este ambiente
de defensa en la interfase materno-placenta-feto, participan multiples estirpes celulares como
los trofoblastos placentarios, las células deciduales y las células inmunes que se encuentran
inmersas en este nicho, como las células asesinas naturales deciduales, células dendriticas
deciduales, y los macréfagos deciduales. (Olmos-Ortiz, et al., 2019). Todas estas células
regulan la respuesta inmunitaria materna a través de la produccién de citocinas, quimiocinas
y péptidos con actividad antimicrobiana.

Los embarazos con DMG son considerados de riesgo debido a las complicaciones perinatales
asociadas. En este escenario, la placenta estd expuesta a un ambiente glucotdxico que
genera inflamacion, estrés oxidativo, dislipidemia, y niveles alterados de hormonas, factores
de crecimiento, citocinas y moléculas de adhesion (Bedell et al., 2021).

La inflamacion se produce en respuesta a la presencia o invasién de un organismo patégeno
0 extrafio, o bien, por la presencia de una lesion. Suele ser una respuesta rapida que se
caracteriza por presentar vasodilatacion, infiltracion de neutréfilos, acumulacion de
macrdéfagos y linfocitos, y finalmente la resolucion de la inflamacion (Pantham et al., 2015).
También se presenta enrojecimiento, hinchazoén, calor, dolor y pérdida de funcion
momentanea. En el caso de la DMG, la inflamacién asociada es de tipo crénica debido a la
secrecion constante de citocinas y quimiocinas por parte del tejido adiposo y la placenta
principalmente (Khambule & George, 2019).

La inflamacién asociada a la DMG se considera de tipo estéril y cronica, y se le ha
categorizado como un estado de meta-inflamacion, es decir, de inflamacién debida a factores
metabdlicos y nutricionales como la glucosa. En particular, la placenta experimenta cambios
inmunolégicos secundarios asociados a la meta-inflamacién, como la alteracion de las células
inmunes en las vellosidades placentarias, e incremento en la expresién de genes asociados
a la inflamacion y el estrés (como IL1, IL6 e IL8) (Han et al., 2015; Heim et al., 2018; Mrizak
et al., 2014; Nguyen-Ngo et al., 2019; Radaelli et al., 2003; Yu et al., 2013).

1.5 Placenta humana y su disfuncion en la DMG

El desarrollo placentario comienza desde los primeros dias de gestacion, con la formacion
del blastocisto. El blastocisto se conforma de una capa interna que dara origen al embrién
(masa celular interna); y de una capa externa de células de trofoblasto (trofoectodermo) que
dara origen a todas las células trofoblasticas placentarias (Bedell et al., 2021). La adecuada
funcién placentaria requiere la formacion de las vellosidades coriénicas (unidad estructural y
funcional de la placenta), la capa de sincitiotrofoblasto y la vasculatura (Haram et al., 2020).

La placenta humana es el 6rgano responsable de la comunicacion y metabolismo entre madre
y feto (Figura 4). Tiene forma discoide y sus medidas promedio son: 530 g de peso humedo,

10


https://paperpile.com/c/QNVYjl/t9E5
https://paperpile.com/c/QNVYjl/tflu
https://paperpile.com/c/QNVYjl/Us6U
https://paperpile.com/c/QNVYjl/TMTQ
https://paperpile.com/c/QNVYjl/hqs6+DCc8+ZzDq+euoJ+Ns0U+hrKJ
https://paperpile.com/c/QNVYjl/hqs6+DCc8+ZzDq+euoJ+Ns0U+hrKJ
https://paperpile.com/c/QNVYjl/tflu
https://paperpile.com/c/QNVYjl/DLH7

16 cm de diametro, 2 cm de grosor y 450 cm? de volumen (Carrasco-Wong et al., 2020; Saini
et al., 2015; Sudha Madhuri & Jyothi, 2017). En el humano, la placentacion es de tipo
hemocorial, lo que quiere decir que las principales células de la placenta (trofoblastos) se
encuentran en contacto directo con la sangre materna. De una forma minimalista, podemos
describir la estructura de la placenta en vellosidades coriénicas flotantes y de anclaje, la
sangre materna presente en las camaras intervellosas y la vasculatura de las vellosidades
(Haram et al., 2020). La vellosidad coridnica es la unidad estructural y funcional de la placenta,
y esta integrada por una capa externa de sinciciotrofoblastos y multiples citotrofoblastos en
la parte interna. Ademas, la vellosidad contiene una matriz de fibroblastos (derivados del
mesodermo extraembrionario), macréfagos fetales (conocidos como células de Hofbauer) y
los capilares fetales formados por células endoteliales (Carrasco-Wong et al., 2020). La
remodelacion de la vasculatura uterina resulta fundamental en un embarazo exitoso (Maltepe
& Fisher, 2015). Esta interfaz vascular-materno-fetal en la placenta es critica para regular la
absorcion de nutrientes, el intercambio de gases y la eliminacion de desechos.

Cara fetal

Corddén umbilical

7
é— Placa basal
‘q‘A\ :’\'/

S Vellosidades coriénicas
Q’S

Membranas fetales

Decidua
/ Cara materna

Espacio intervelloso
(sangre materna)

Figura 4. Representacion esquematica de la placenta humana. Presenta una cara materna y una cara fetal. Esta
compuesta por vellosidades coriénicas proyectadas hacia el espacio intervelloso bafiado por sangre materna. Los
vasos sanguineos fetales atraviesan el cordon umbilical y llegan a las vellosidades corionicas, donde se produce
el intercambio de gases, nutrientes y desechos. Las vellosidades de anclaje se adhieren a la decidua desde la
placa basal y envian ondas de citotrofoblastos invasores para mediar el anclaje de la placenta y establecer el flujo
de sangre hacia ella. Tomada y modificada de Maltepe & Fisher, (2015)

La placenta sintetiza mdltiples proteinas, hormonas proteicas y esteroides, factores de
crecimiento, citocinas, quimiocinas y péptidos antimicrobianos a lo largo de la gestacion
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(Blackburn, 2017). Este 6rgano presenta actividad metabdlica, endocrina, inmunoldgica y de
transporte. Precisamente, esta alta actividad metabdlica en la placenta demanda un alto
consumo de oxigeno y glucosa; incluso, su demanda es equiparable al gasto del cerebro
(Blackburn, 2017). En particular, se ha reportado que, del total de glucosa captada por el
Gtero, del 50 al 70% lo consume la placenta (Cruz-Pineda et al., 2022).

La placenta en la DMG, junto con los adipocitos agrandados del tejido adiposo (en el caso de
pacientes con obesidad), contribuyen a la inflamacion y resistencia a la insulina al secretar
citocinas proinflamatorias (Catalano, 2014; Khambule & George, 2019). La placenta genera
multiples adaptaciones a lo largo de su desarrollo, sobre todo cuando se presenta el cuadro
clinico de la DMG debido a la hiperglucemia y al ambiente inflamatorio asociados. Las
adaptaciones mencionadas son aumento de volumen, peso, grosor y diametro, aumento en
los receptores de estrégenos y leptina, mayor vascularizacion (aunque deficiente e inmadura),
mayores depositos de glucogeno, mayor proliferacion celular, aumento del nimero de nudos
sinciales, necrosis fibrinoide, trombos fibrinoides, inmadurez en las vellosidades coridnicas,
edema de las vellosidades, asi como mayor area y volumen sincicial para favorecer la
absorcién de nutrientes (Alonso et al., 2009; Carrasco-Wong et al., 2020; Ehlers et al., 2021;
Olmos-Ortiz et al., 2021).

1.5.1 Defensa inmunoplacentaria

La placenta es uno de los 6rganos esenciales para llevar a término un embarazo exitoso. El
control inmunoldgico, como ya se describi6, tiene mdultiples funciones criticas para el
desarrollo del feto y la continuidad del embarazo (Kang et al., 2022). Dentro de estas
funciones, en esta seccion se describira la respuesta inmunoldgica placentaria.

Para censar y detectar la presencia de una posible infeccién, la placenta expresa una clase
de receptores de reconocimiento de patégenos (PRR) denominados receptores tipo toll (TLR).
Los TLR receptores de reconocimiento de patrones moleculares asociados a patdgenos
(PAMPs) son los encargados de desencadenar una respuesta inmunitaria innata inflamatoria
para combatir dicha infeccién. La placenta expresa activamente los diez tipos de TLRs, es
decir, del TLR-1 al -10 (Nguyen-Ngo et al., 2019; Olmos-Ortiz et al., 2019) con patrones de
expresion especificos en el tiempo. Las células T proinflamatorias alteradas, las células T
senescentes y las moléculas del punto de control inmunitario estan presentes en las placentas
con DMG al ser activadas ante una estimulacién antigénica (Kang et al., 2022; Pearce, 2010).

La respuesta innata inflamatoria placentaria que se desencadena a consecuencia de la
activacion de los TLRs incluye la produccion de citocinas, quimiocinas y péptidos
antimicrobianos. Las citocinas son proteinas de sefializacion que modulan la respuesta
inflamatoria ante la presencia de infeccién y patrones moleculares asociados a dafio (DAMPS)
0 a PAMPs. Entre las citocinas proinflamatorias relevantes en la placenta y durante el
embarazo se encuentran la interleucina (IL) 6 y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a). La
IL6 se ha asociado con PP al activar el sistema inflamatorio en el fluido cervicovaginal y
amniotico en mujeres con DMG (Wei et al., 2010).
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La TNF-a e IL6 son citocinas involucradas en la resistencia a la insulina (Carrasco-Wong et
al., 2020; Ehlers et al., 2021; Olmos-Ortiz et al., 2021). Asi mismo, se ha observado el
aumento en la secrecién de estas dos citocinas junto con IL1 e IL8 ante la exposicion a altas
concentraciones de glucosa (25 y 50 mM) en las células del trofoblasto (Olmos-Ortiz et al.,
2021). El ambiente proinflamatorio en la placenta humana puede ayudar a explicar la
disfuncion endotelial periférica en las pacientes con DMG, asi como el aumento de la
vasculogénesis e inmadurez capilar placentaria (Carrasco-Wong et al., 2020; Ehlers et al.,
2021; OImos-Ortiz et al.,, 2021). Otras citocinas importantes, pero con actividad
antiinflamatoria son la IL10 y la adipocina de tipo adiponectina (Khambule & George, 2019).

Por otra parte, las beta defensinas humanas (HBD) son péptidos antimicrobianos inducidos
en respuesta a los estimulos microbianos. La alteracién en la concentracion y funciéon de las
HBDs esta involucrada en el PP espontaneo, que a su vez esta asociado con cambios
cervicales, contractilidad uterina y/o ruptura de membranas; ademas, se ha reportado que la
baja concentracién de HBD2 en fluido vaginal cervical aumenta el riesgo de presentar PP
(Burris et al., 2020; Elovitz et al., 2019). Estos péptidos son secretados por la placenta con el
fin de combatir la infeccion, ya que su funcion principal es la de lisar los microorganismos
patdgenos (Yarbrough et al., 2015). Las HBDs mas importantes, en término de la fisiologia
de la unidad feto-placentaria, son la HBD1, HBD2, HBD3 y HBD4 (Bai et al., 2015; Cieslik et
al., 2021; Jiménez-Escutia et al., 2023; Olmos-Ortiz et al., 2018; Szukiewicz et al., 2016)

1.6 Tratamiento farmacologico

De acuerdo con el tratamiento clinico de las pacientes, se pueden categorizar dos tipos de
DMG. Aquellas que sobrellevan la condicién en el embarazo solamente con dieta y ejercicio,
se les clasifica como DMG Al; mientras que en aquellas que no es suficiente la dieta y el
ejercicio y se les brinda tratamiento con insulina o algun otro farmaco como la metformina o
su combinacion, se les clasifica como DMG A2 (Dickens & Thomas, 2019; Mack & MDb, 2017,
Olmos-Ortiz et al., 2021).

1.6.1 Insulina

La terapia de primera linea farmacolégica recomendada es la insulina, ya que es el
medicamento que permite controlar la glucosa de manera mas rapida, ademas de que no
cruza la barrera placentaria. En la practica clinica es comun iniciar con 0.7 a 1.0 U/kg de peso
corporal al dia. Los tipos de insulina més frecuentemente utilizados son: analogos de insulina
de accién prolongada como detemir y glargina; y analogos de insulina de accién rapida como
lispro y aspart. Para las mujeres sin antecedentes de DM se recomienda proteina neutra
Hagedorn o detemir (Mack & MDb, 2017).

La insulina es una hormona anabdlica con accion en el tejido adiposo, muscular y hepético
producida y almacenada en granulos dentro de las células B pancreaticas de los islotes de
Langerhans en el pancreas. El principal estimulo para inducir la secrecion pancreatica de esta
hormona es el aumento de la glucemia en particular en el post-prandio inmediato. Sus
principales acciones metabdlicas incluyen la incorporacion celular de glucosa en tejidos
insulino-dependientes como el tejido adiposo y muasculo esquelético y el bloqueo de la
glucogendlisis en el higado (Cruz-Pineda et al., 2022).
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La insulina favorece el crecimiento y el desarrollo fetal, ademas de promover el depdésito
tisular de carbohidratos, lipidos y proteinas. Los efectos de la DMG en el endotelio vascular
fetoplacentario se relacionan con la alteracién de la expresion y sefializacién de receptores
de insulina, adenosina y adipocinas (Subiabre et al., 2020). El receptor de insulina es una
glicoproteina compuesta por dos subunidades a y B unidas a través de puentes disulfuro
(Kristensen et al., 1998). El receptor cuenta con las isoformas A y B; la A esta
predominantemente presente en tejido placentario y fetal, mientras que la B en el higado, el
tejido adiposo y el musculo. La ubicacion de éstos cambia a medida que el embarazo avanza:
en un inicio, se localizan en la membrana de las microvellosidades del sinciciotrofoblasto, en
las etapas finales del embarazo se encuentran en el endotelio fetoplacentario y en la labor de
parto ambas isoformas se presentan en el endotelio fetoplacentario y en la microvasculatura
de la placenta humana (Subiabre et al., 2020).

Mudltiples evidencias in vitro e in vivo han demostrado la actividad antiinflamatoria de la
insulina. En un modelo de endotoxemia inducido por lipopolisacaridos (LPS) en ratas macho
Sprague Dawley, el tratamiento con insulina disminuy0 la cascada proinflamatoria (IL-1, IL-6
y TNF) y aumenté la antiinflamatoria al elevar los niveles séricos de IL-4 e IL-10 (Jeschke et
al., 2004). Asimismo, la insulina disminuyé la secrecion de la molécula de adhesion
intercelular -1 (ICAM), la expresion de la proteina quimiotactica de monocitos (MCP-1) y la
activacion de NFkB en células endoteliales adrticas humanas in vitro (Sun et al., 2014).
Finalmente, en una linea celular de macré6fagos humanos endotoxémicos, la insulina ejercio
efectos antiapopt6ticos, mejord la viabilidad celular y redujo la expresion de las citocinas
proinflamatorias TNF- e IL-1( (Leffler et al., 2007).

1.6.2 Metformina

La segunda linea de acciéon farmacoldgica suele incluir a la metformina (Cruz-Pineda et al.,
2022). Se trata de una biguanida sintética, su papel para el control de la glucosa es a través
de la reduccion de la gluconeogénesis en el higado, ademas de estimular indirectamente la
captacion de glucosa en los tejidos periféricos. La dosis diaria puede iniciar en 500 mg hasta
los 2500 mg segun la tolerancia de cada paciente (Mack & MDb, 2017).

Los mecanismos de la metformina como hipoglucemiante oral y glucoregulador involucra
multiples vias, como la disminucién de la glucogendlisis hepatica, el incremento de los
depoésitos de glucosa en el higado, inhibicion de la cadena respiratoria mitocondrial en el
higado mejorando la sensibilidad a la insulina y la disminucién de la absorcién intestinal de
glucosa (Soto et al., 2008; Rena et al., 2017).

Este hipoglucemiante oral se absorbe rapidamente a través del epitelio intestinal
transportandose a través de la vena porta al higado para su acumulacién, aqui sera su
principal sitio de accion (Sivalingam et al., 2014). Es posible su transporte a través de la
membrana mitocondrial mediante transportadores de cationes organicos (OCT). La placenta
expresa muchas isoformas de OCT, principalmente OCT3 en los trofoblastos fetales. Por esta
razén, la metformina puede atravesar la barrera placentaria (Ahmadimoghaddam et al., 2013).
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En comparacion con el tratamiento con insulina, la metformina se ha asociado con menor
aumento de peso materno, menor edad gestacional al momento del parto, menor riesgo de
hipertension gestacional, niveles méas bajos de colesterol y triglicéridos asi como menor riesgo
de hipoglucemia neonatal (Balsells et al., 2015; Bishop et al., 2019; Sivalingam et al., 2014).
También se ha visto una reduccion de unidades formadoras de colonias (UFC) bacterianas
en células epiteliales y macréfagos humanos (Rodriguez-Carlos et al., 2020).

La metformina también ha demostrado tener un efecto antiinflamatorio en multiples estudios.
Por ejemplo, pacientes con DMT2 después de 4 meses de tratamiento con metformina
mostraron menor concentraciéon de la proteina C reactiva, un importante marcador de
inflamacién periférica (Chu et al., 2002). Por otra parte, el tratamiento con metformina redujo
la expresion de IL1B durante la exposicidn prolongada al estimulo proinflamatorio de
lipopolisacarido (LPS) en macréfagos primarios derivados de la médula 6sea (Choudhury &
Devi Rajeswari, 2021; Postler et al., 2021).
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II. Justificacion

La diabetes mellitus gestacional (DMG) es un tipo de diabetes que se define como la
intolerancia a la glucosa que comienza o se vuelve detectable por primera vez en el
embarazo, llegando a afectar hasta al 25% de mujeres embarazadas. La DMG se relaciona
con multiples eventos adversos maternos y fetales, como parto prematuro, preeclampsia,
ruptura prematura de membranas corioamnidticas, macrosomia, hipoglucemia neonatal,
infecciones cervicovaginales, entre otras (Choudhury & Devi Rajeswari, 2021).

Las infecciones cervicovaginales pueden desencadenar una infeccion intrauterina
ascendente, lo que incrementa el riesgo de complicaciones en el embarazo, particularmente
PP y RPM. Dentro de las infecciones vaginales fungicas, C. albicans es el principal patégeno
con el desarrollo de candidiasis en mujeres con DMG (He et al., 2022). Tiene una prevalencia
en mas del 50% de los casos, mientras que especies de Candida no albicans se presentan
en aproximadamente un 40% (Gunther et al., 2014). Las alteraciones metabdlicas en la DMG
como el aumento vaginal de glucégeno y mayor disponibilidad de glucosa como fuente de
energia para este hongo aumentan el riesgo de infeccién por candidiasis en el embarazo
(Talapko et al., 2022).

La farmacoterapia convencional indicada en pacientes con DMG es la insulina y la metformina
(seccion 1.6) (Dickens & Thomas, 2019; Mack & MDb, 2017; Olmos-Ortiz et al., 2021). El
tratamiento con ambos hipoglucemiantes en distintos modelos experimentales ha mostrado
su eficacia a través de una actividad antinflamatoria (Jeschke et al., 2004; Chu et al., 2002).
No obstante, aun se desconoce su efecto en el contexto de infeccidn en la placenta humana.

Los resultados derivados de esta investigacion contribuirdn en la comprension de los eventos
asociados a la infeccién con C. albicans en la placenta humana. Se podra escudrifiar si la
metformina e insulina tienen un efecto antiinflamatorio que pudiera ayudar a contener el
ambiente infeccioso adverso intrauterino asociado a la inflamacién. El objetivo es poder
mejorar la salud perinatal y limitar las comorbilidades infecciosas en las mujeres con DMG.
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I1l. Hipodtesis

El uso de insulina y metformina disminuira la respuesta inflamatoria de la placenta ante la
infeccion por C. albicans favorecerd la produccion de beta defensinas placentarias para
combatir esta infeccién en un modelo in vitro de DMG.

V. Objetivos

4.10bjetivo general:

Evaluar el efecto de la insulina y la metformina sobre la respuesta inflamatoria
y la defensa innata de la placenta humana infectada con C. albicans en un modelo in
vitro de hiperglucemia que asemeja el ambiente de la DMG.

4.2 Objetivos especificos:

A. Estandarizar las condiciones de infeccion con C. albicans en el cultivo de explantes
placentarios

B. Evaluar la respuesta de la placenta humana en la secrecion de las citocinas pro-
inflamatorias IL6, IL8 en respuesta a la infeccién con C. albicans en el modelo in vitro
de DMG.

C. Cuantificar la produccion de las beta-defensinas HBD1, HBD2, HBD3 y HBD4 en
respuesta a la infeccién con C. albicans en el modelo in vitro de DMG.

D. Evaluar el efecto de la insulina y la metformina sobre la secrecion de IL6, IL8 y
produccion de HBD1, HBD2, HBD3 y HBD4 en la placenta humana infectada con C.
albicans en un modelo in vitro de DMG.

V. Metodologia

5.1 Generalidades del protocolo experimental

La presente tesis se realizé bajo un protocolo experimental correspondiente al area de
investigacion biomédica basica simulando un modelo de DMG in vitro haciendo uso de cultivo
primario de explantes placentarios. Esto con el fin de evaluar la respuesta placentaria ante la
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infeccion por C. albicans en el escenario de DMG. La respuesta inmune se evalué mediante
la cuantificacion de las citocinas IL6 e IL8, y de las beta - defensinas HBD1, HBD2, HBD3 y
HBD4 ante diferentes tratamientos experimentales entre los que se evalud la respuesta con
la adicion de los farmacos insulina y metformina.

Se trata de un estudio experimental biomédico. Por el contacto con el paciente, es de tipo
transversal ya que el Unico contacto fue durante la cesarea al momento de invitarla a participar
en el estudio y solicitar su consentimiento informado bajo una normativa ética (Anexo 1).
También se trata de un estudio comparativo de muestras independientes, con proporcion 1:1
(tratamientos experimentales: control), a las que, al finalizar la n propuesta, se les evalué
estadisticamente.

5.2 Lugar donde se realizo el protocolo

El Instituto Nacional de Perinatologia (INPer) Isidro Espinosa de los Reyes se encuentra
ubicado en Montes Urales 800, Col. Lomas de Virreyes, Ciudad de México. C.P. 11000. La
mision de este Instituto Federal es mejorar la calidad de vida de las mujeres durante su etapa
reproductiva y durante el periodo perinatal. El desarrollo de esta tesis se realizé en el
laboratorio de Inmunologia de la Unidad feto-placentaria perteneciente al departamento de
Inmunobioquimica. En el laboratorio se realiza investigacion biomédica basica utilizando
tejidos extraembrionarios como membranas coriamniéticas, placenta y el cordén umbilical
donados por mujeres cuyos embarazos han sido normoevolutivos, sin complicaciones y
concluidos por cesarea. Los tejidos se mantienen in vitro bajo tratamientos experimentales
gue permiten simular condiciones del embarazo tanto en salud como en caso de una infeccion
intrauterina. La intencion de emplear estos modelos experimentales es para conocer los
mecanismos que ejercen distintos moduladores endocrinos, metabdlicos y farmacoldgicos
sobre la respuesta inmune de los tejidos extraembrionarios, y particularmente aquellos
mecanismos que se activan durante escenarios infecciosos.

5.3 Toma de muestras

La toma de muestras biologicas se realizd en el Hospital Angeles México, ubicado en
Agrarismo 208, colonia Escandén Il Seccién, delegacion Miguel Hidalgo, Ciudad de México.
C.P. 11800. El protocolo cuenta con la aprobacion en este Hospital para la colecta de la
placenta. Posteriormente las muestras se trasladaron en un contenedor especial para el
manejo adecuado de muestras biol6gicas humanas hacia el Instituto Nacional de
Perinatologia para su procesamiento experimental. La toma de muestras no se realizé
directamente en el INPer debido a que las pacientes que son atendidas en este sitio
generalmente llegan con complicaciones en su embarazo. Por lo que, de ser tomada la
muestra placentaria, ésta presentaria una actividad inflamatoria previa que influiria con los
objetivos de este protocolo.
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5.4 Calculo del tamano de muestra

El calculo de tamafio muestral se realizé en el programa informatico PS Power and Sample
Size Calculations, version 3.0 (Dupont & Plummer, 1998) con resultados de secrecién de
marcadores inflamatorios previos de nuestro grupo de laboratorio (Jiménez-Escutia et al.,
2023).

En ese estudio, la secrecion de TNF-a en cultivo in vitro de tejido placentario mostro
distribucion no normal, y la dispersion en la condicion experimental fue de 153 pg/mL/g de
tejido. La diferencia entre las medianas experimental y control fue de 229 pg/mL/g de tejido.
Para un estudio experimental con variables continuas (secrecibn de marcadores
inflamatorios), con controles y condiciones experimentales en muestras independientes, se
requiere estudiar 7 muestras independientes en total de placenta humana para lograr
responder tanto a la hipétesis como a los objetivos marcados (poder 0.8 y probabilidad de
error Tipo | de 0.05).

5.5 Criterios de inclusion y exclusion

Se recolecto la placenta de aquellas mujeres que cumplieron con los criterios de inclusion.
Los tejidos biol6gicos se emplearon para generar el modelo experimental in vivo de DMG.

Criterios de inclusion

Las muestras biol6gicas de un grupo de pacientes con embarazo normoevolutivo a término
(37 a 40 semanas de gestacion (sdg)) se colectaron de acuerdo a los siguientes criterios. Los
criterios de inclusion fueron: Pacientes con edad biol6gica entre 18 y 38 afios, sin
enfermedades endocrinas o metabdlicas subyacentes, con estudios laboratoriales recientes
dentro de pardmetros normales, sin consumo de medicamentos diferentes a los propios del
embarazo y sin desarrollo de infecciones cervico-vaginales en el Ultimo trimestre de
gestacion, programadas a operacion cesarea y sin evidencia clinica de trabajo de parto.

Criterios de exclusion

Se excluyeron de este estudio a aquellas pacientes que no proporcionaron su consentimiento
informado para la toma de las muestras bioldgicas. Se excluyeron también a aquellas
pacientes con alergia a la penicilina o estreptomicina, que presentaron alteraciones reflejadas
en los laboratoriales de rutina, con parto eutécico vaginal, embarazo multiple, infeccion en el
tracto genitourinario durante el ultimo trimestre de gestacion o con cualquier enfermedad
metabdlica o endocrina subyacente.

Criterios de eliminacion

Se eliminaron por completo del proyecto a aquellas mujeres que decidieron voluntariamente
terminar su participacion en cualquier momento del desarrollo del estudio retirando su
consentimiento para el procesamiento de la muestra biol6gica donada. También, se
eliminaron pacientes con datos de hiperglucemia durante la cirugia (> 95 mg/dL en ayuno) o
aquellas muestras bioldgicas cuyo analisis microbiolégico indicé positivo.
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5.6 Consideraciones bioéticas para la recoleccion
y procesamiento de la placenta

El proyecto contd con la autorizacion de los Comités de Investigacion, Bioseguridad y Etica
en Investigacién del Instituto Nacional de Perinatologia (Namero de proyecto 2018-1-152). Se
incluye la carta de autorizacién de dicho proyecto (Anexo 2), con extension de su vigencia
hasta el 01 de noviembre de 2023. Ademas, el proyecto conté con financiamiento del Fondo
Ciencia Basica de CONAHCYT (numero de proyecto: CB-A1S-27832), vigencia al 30 de
octubre de 2023.

5.7 Variables del estudio

5.7.1 Variables independientes:

- Glucosa afiadida al medio de cultivo para los explantes placentarios (10 y 50 mM)
- Tratamiento con insulina (500 nM)
- Tratamiento con metformina (500 nM)

5.7.2 Variables dependientes:

- Secrecion de citocinas placentarias IL6 y IL8 (escala de medicion ng/g de tejido)

- Contenido intracelular de beta-defensinas HBD1, HBD2, HBD3 y HBD4 en el tejido
placentario (escala de medicion ng/mg proteina)

- Crecimiento de colonias de la cepa clinica de C. albicans a una concentracién de
infeccién de 1 X 10° UFC/mL.

5.7.3. Controles experimentales

Como controles positivos que estimulen la respuesta inflamatoria en el cultivo de explantes
placentarios, se usaron los siguientes antigenos:

- Tratamiento con lipopolisacarido de Escherichia coli (LPS) (500 nM)
- Tratamiento con &cido lipoteicoico de Staphylococcus aureus (LTA) (500 nM)

Cabe sefalar que estos controles de induccion de respuesta inflamatoria en la placenta

humana han sido ampliamente probados por nuestro grupo de laboratorio (Olmos-Ortiz et al.,
2019).
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5.8 Aislamiento y cultivo de explantes placentarios

Después del alumbramiento, se recolectd la placenta de las pacientes que cubrieron los
criterios de inclusion y se transportdé en un contenedor estéril de acero inoxidable hacia el
laboratorio de Inmunobioquimica del INPer para su procesamiento. La placenta se lavo
exhaustivamente con solucion salina tibia (NaCl 0.9%) bajo condiciones de esterilidad en un
gabinete de cultivo celular, con el fin de eliminar la mayor cantidad de sangre posible en la
placenta. Antes de procesar la placenta, se tomd una muestra de sangre placentaria para
evaluar la presencia de anticuerpos IgG/IgM anti-SARS-CoV-2 con el fin de identificar una
reciente infeccion viral COVID-19. De esta forma, nos aseguramos de que las muestras
estuvieran libres de este virus para poder evitar contagio y resultados inespecificos por una
respuesta previa inflamatoria. Se procedié a cortar el cotiledén central, tomando en cuenta
como el centro el punto donde se encuentra el cordén umbilical, con la finalidad de trabajar
con la mayor cantidad de arboles vellosos que pudiéramos encontrar en esta seccion.

Con ayuda de material quirtrgico estéril se eliminaron los vasos sanguineos, coagulos,
decidua y membranas corioamniéticas. Los cotiledones limpios se cortaron en segmentos de
3 a5 mm? y se colocaron provisionalmente en un medio de mantenimiento con glucosa y
solucién salina con el fin de preservar su integridad.

Finalmente se colocaron de dos a tres explantes por pozo (triplicado de cada tratamiento) con
1.5 mL de medio de cultivo en placas de 24 pozos con su tratamiento correspondiente. El
medio base utilizado fue Medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) bajo en glucosa
(Low Glucose) ajustado a la concentracién de glucosa seguin el tratamiento aplicado,
suplementado con 10% de suero de ternera neonatal inactivado (STNi), 1 mM de piruvato de
sodio y 1% de antibidticos/antimicéticos (penicilina 100 U/mL, estreptomicina 100 g/mL,
anfotericina B 25 ng/mL).

Los explantes se mantuvieron en un incubador a 37°C con 5% CO; y 95% de humedad
relativa, renovandose a las 24h, con una exposicion total a los tratamientos de 48 h. El cultivo
de explantes placentarios es un modelo bien conocido y manejado por el grupo de trabajo del
Laboratorio (Olmos-Ortiz et al., 2019; Olmos-Ortiz et al., 2016).

Adicionalmente, se colectaron tres explantes de cada placenta para someterlos a ensayo
microbiol6gico para descartar contaminacion subclinica previa o bien contaminacion por
manipulacion de las muestras. El estudio consistio en colocar el explante en un tubo con
infusién cerebro corazén (BHI), otro en caldo arginina y otro en caldo urea. La incubacion fue
a 37°C durante 5 dias. El crecimiento después de este tiempo fue reportado (pudiendo incluir
microorganismos aerobios, anaerobios facultativos, igualmente Ureaplasma urealyticum y
Mycoplasma hominis). Se descartaron a las muestras que resultaron con contaminacion
positiva.
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5.9 Montaje del modelo in vitro de DMG

De acuerdo con los criterios de los Grupos de Estudio de la Asociaciéon Internacional de
Diabetes y Embarazo (IADPSG) se considera como nhormoglucemia durante el embarazo la
concentracion < 92 mg/dL, equivalente a 5.1 mM. El medio DMEM bajo en glucosa utilizado
para este modelo in vitro (Thermo, 10567) contiene 5 mM de D-Glucosa, una concentracion
restringida para el cultivo de tejidos extraembrionarios (Kliman et al., 1986), por lo que se
adicioné D-glucosa anhidra al medio de cultivo para semejar las concentraciones de 10 mM
(fisioldgico esperado a una hora post- carga de glucosa en la OGTT) y 50 mM (equivalente a
900 mg/dL). Tanto en la placenta como en otros modelos biolégicos se ha trabajado con estas
condiciones de hiperglucemia (Abadpour et al., 2018; Han et al., 2015; Huerta-Garcia et al.,
2012; Rice et al., 2015; Zhao et al., 2018). Por lo tanto, para el modelo de DMG se incubaron
los explantes placentarios durante 48 horas con medio ajustado en glucosa 50 mM. El medio
control o testigo consistié en medio ajustado con glucosa 10 mM (Figura 5).

Medios de glucosa utilizados:
Para el pre estimulo segun el tratamiento indicado se utilizo:

- Medio DMEM adicionado con glucosa 10mM + Antibiético (antibiéticos/antimicéticos)
+ STNi 10% + Piruvato de sodio al 1%

- Medio DMEM adicionado con glucosa 50mM + Antibiético (antibidticos/antimicéticos)
+ STNi 10% + Piruvato de sodio al 1%

El dia de la infeccién se utiliz6 el siguiente medio, con los tratamientos experimentales
deseados:

- Medio DMEM adicionado con glucosa 10mM +hidrolizado de lactoalbumina (HLA)
0.2% + Piruvato de sodio al 1%

Variables experimentales:

- Insulina 500mM

- Metformina 500 pM

- Lipopolisacarido de E. coli (LPS) 500 nM

- Acido lipoteicoico de S. aureus (LTA) 500 nM
- Infeccién con C. albicans (1 X 10° UFC/mL)
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Infeccidn

|48h | 8hp.i. | 24 h p.i.

b v v

Glucosa 10 mM

Glucosa 50 mM

Glucosa 10 mM

Glucosa 50 mM

C. albicans 1 X 105 UFC/mL
Glucosa 10 mM + Insulina 500 nM

Glucosa 50 mM + Metformina 500 uM

Glucosa 10 mM + LTA

Glucosa 10 mM + LPS

Figura 5. Tratamientos experimentales para el procesamiento de explantes placentarios.

El LPS y el LTA son componentes de la pared celular de bacterias gram negativas y gram
positivas, respectivamente, y en este proyecto se utilizaron como control para comparar con
la respuesta inflamatoria placentaria inducida por bacterias que se ha descrito previamente
por nuestro grupo de laboratorio (Olmos-Ortiz et al., 2019). Igualmente, la concentracion de
insulina y metformina corresponde con la utilizada en resultados previos en tejidos
placentarios (Jiménez-Escutia et al., 2023). Se decidi6 infectar a 1 X 10° UFC/mL con C.
albicans de acuerdo con investigaciones previas (Dornelas Figueira et al., 2020; Lagrou et al.,
2015; Zaga-Clavellina et al., 2006, 2012).

5.10 Cultivo, crecimiento y manipulacion de C.
albicans

Para realizar la infeccion de los explantes placentarios se utilizé una cepa clinica de C.
albicans obtenida del Instituto Nacional de Perinatologia obtenida a partir del exudado vaginal
de una paciente con cervicovaginitis atendida en el Instituto. En los resultados se describira
su caracterizacion morfologica, microbiolégica y molecular.

C. albicans se mantuvo en crecimiento exponencial y se realizaron alicuotas de trabajo de
100 pL que se mantuvieron en ultracongelacion (-40 °C) hasta su uso experimental. Las
alicuotas se realizaron en medio BHI + glicerol al 10% y se contemplaron como alicuotas de
un solo uso para no afectar su viabilidad por ciclos de descongelacion.

El dia previo a la infeccién placentaria, se agregé la cepa congelada (aproximadamente 40
ML) en 5 mL de medio BHI tibio y se mantuvo toda la noche a 37 °C sin agitacion. El medio
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BHI es de uso general y se considera apto para el crecimiento de diferentes organismos,
desde bacterias hasta levaduras y hongos filamentosos.

El dia de la infeccién se calcul6 la concentracion de UFC/mL mediante el uso de una ecuacion
exponencial establecida al inicio del proyecto (ver seccién 6.3 Curva de crecimiento de C.
albicans).

Ecuacion 1:

UFC/mL = 251,293e39327)®

Siendo x la absorbancia detectada en un espectrofotometro a 600 nm.

Se ajusté la concentracion de infeccion a 1 x 10° UFC/mL. Una vez finalizados los tiempos de
infeccion a las 8 h 'y 24 h, se realizaron diluciones seriadas para la siembra en placa con el
fin de conocer el crecimiento de colonias obtenido. La siembra se realizé en placas de agar
de Luria Bertani (LB) como medio nutritivo. Gracias a su contenido de peptona de caseina 'y
extracto de levadura, es un medio de uso general para el desarrollo 6ptimo de diferentes
organismos; ademas, contiene en su composicion cloruro de sodio, lo que contribuye a un
equilibrio osmético y buen crecimiento de levaduras, ya que las mismas necesitan un medio
con contenido de carbohidratos y sales.

La manipulacion de la cepa tanto en el medio BHI como en el agar LB se realizé dentro de
una campana de bioseguridad nivel 2 en condiciones de esterilidad, uso de guantes de nitrilo
y bata de algodon.

5.11 Tincidn gram para caracterizacion morfologica
de levaduras

Con el fin de identificar la morfologia ovalada de la levadura y en gemacion de C. albicans se
realizo tincién de gram. Brevemente, se colocé una gota de C. albicans suspendida en medio
BHI sobre un portaobjetos, y se extendié la gota con ayuda de una punta de 1000 pL.
Posteriormente se fij6 con calor y se inicio la tincion simple modificada de gram con cristal
violeta durante 1 minuto, agua destilada para enjuagar y yodo como mordente durante 1
minuto. Finalmente se enjuag6é nuevamente con agua destilada y se destifié con acetona -
alcohol a fin de retirar los excedentes de colorante no adheridos a la laminilla.

5.12 PCR de punto final para identificacion de C.
albicans

Con la finalidad de caracterizar molecularmente a nuestra cepa de C. albicans, se realizé
PCR de punto final para corroborar la presencia de una secuencia conocida de DNA en este
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hongo. La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) nos permite detectar y amplificar un
gen conservado especifico de C. albicans con el fin de caracterizar la cepa. En este caso, se
eligié amplificar la region 345,243 a 345,388 del cromosoma R; el tamafio del amplicon fue
de 145 pb.

El fundamento de la técnica indica que una enzima con actividad en DNA polimerasa cataliza
la sintesis de una hebra de DNA complementaria mediante el uso de trifosfatos de
desoxinucledtidos individuales (dNTP) y DNA monocatenario (ssDNA); mediante esta
reaccion, el ssDNA se transforma posteriormente en DNA de doble cadena (dsDNA). Durante
este proceso se producen millones de copias de la secuencia genética de interés (Mahanama
& Wilson-Davies, 2021). Finalmente, las copias amplificadas se detectan mediante un gel de
agarosa para identificar el DNA presente.

El primer paso, que es la extraccién del DNA, se puede sintetizar en cuatro pasos: lisis,
desproteinizacion, purificacién y precipitacion. Un dia previo a realizar la extraccion, se pone
a crecer una alicuota de C. albicans en medio BHI a una temperatura de 37°C durante toda
la noche. Al dia siguiente se centrifuga a 3,000 rpm durante 10 minutos con la finalidad de
obtener el boton celular. Se resuspende el botén en GTD (Guanina, timina y acido
etilendiaminotetraacético (EDTA)) y se pasa a un tubo estéril con perlas. Se le dan tres ciclos
de vértex (15 segundos) y enfriamiento en hielo (30 segundos) con la finalidad de
desproteinizar; posteriormente, se centrifuga a 3,000 rpm durante 5 minutos y se transfiere a
un tubo estéril. Se hace uso de un solvente organico de fenol-cloroformo-alcohol para la
purificacién de la muestra de DNA. El proceso se realiza 2 veces y se centrifuga nuevamente.
Se afiaden 9 partes de acetato de sodio (3M) por cada porcion de muestra (Por ejemplo: 90
pL de acetato de sodio + 10 yL de muestra). Posteriormente, se agrega una proporcién del
mismo volumen de etanol absoluto a -20°C. Una vez finalizados estos pasos, se deja
precipitar toda la noche a 4°C.

Al dia siguiente, se cuantifico el contenido de DNA en las muestras midiendo la relacion de
absorbancia con el indice 260/230 y 260/280. Posteriormente, se amplifica el total de DNA en
la muestra mediante el siguiente protocolo en un termociclador: Se realizan 40 ciclos con tres
puntos de temperatura (95°C temperatura de desnaturalizacién, 58°C temperatura de
complementariedad y 72°C temperatura de trabajo o de extension). Con la temperatura alta
de 95°C se da la ruptura de puentes de hidr6geno y la obtencién de cadenas simples de DNA;
a 58°C se unen los cebadores especificos para la secuencia de interés, que permitiran sefialar
los sitios de inicio de replicacion; a los 72°C se extiende el acoplamiento de dNTPs para
finalizar a las hebras complementarias de DNA.

Al término del protocolo en el termociclador se carg6é la muestra en un gel de agarosa al 1%.
La electroforesis se mantuvo durante 30 minutos a voltaje constante de 100 V. El tamafio de
los amplicones se corrobor6 con una escalera de 100 pb. Ademas, la corrida incluy6 un control
positivo y un control negativo para C. albicans. Como control positivo se utilizé la secuencia
genoma de C. albicans, disponible del banco del laboratorio de Inmunobioquimica del INPer.
El control negativo corresponde a agua bidestilada desionizada estéril, sometida a la
electroforesis y marcada con bromuro de etidio.
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5.13 Conteo de unidades formadoras de colonias
de C. albicans

Como se puede observar en los resultados (secciéon 6.2), al inicio de este proyecto se
estandariz6 la concentracion de C. albicans para los ensayos de infeccién en la placenta
humana. Primero, se probaron concentraciones crecientes de 103 a 10° para decidir la
concentracion ideal y continuar con el desarrollo experimental. Por lo tanto, se decidio trabajar
con la concentraciéon 10°. Cabe agregar que la concentracién de 1 x 10° UFC/mL de orina
representa el punto de corte para el diagnéstico de una infeccién clinica (Echevarria-Zarate
et al., 2006).

El conteo se realiz6 mediante la técnica de goteo en placa haciendo uso de NaCl 0.9% +
Tween 80 al 0.05% con diluciones seriadas 1:10. Brevemente, se extendié una microgota de
10 uL de cada dilucién por triplicado en una placa de agar LB. Las placas se incubaron toda
la noche a 37°C hasta que las colonias fueron visibles para su recuento (24h - 48h). El célculo
de las colonias se realizé con la siguiente ecuacion:

Ecuacion 2:

(No.de colonias) (Factor de dilucion)

UFC/ml =
/ Volumen del pozo de cultivo (1000 pL)

Por lo tanto, el dia del conteo se corrobor6é en cada experimento que se estaba trabajando
con la concentracion deseada de 1 X 10° UFC/mL en el tiempo cero. Posteriormente, se
evalué el crecimiento de colonias a las 8 y 24 h bajo las diferentes condiciones
experimentales.

5.14 Tincidon Grocott para evaluar la presencia de
hifas de C. albicans en los explantes placentarios
cultivados

Al término del tiempo de infeccidn se colocaron algunos explantes en formol. Posteriormente
se embebieron en bloques de parafina y se realizé el corte de los tejidos con ayuda de un
microtomo. El corte se coloc6 sobre un portaobjetos y se prosiguié a su desparafinacion y
fijacion.

La infiltracion de hifas de C. albicans en el tejido placentario se determiné mediante la tincion
de Grocott. Las paredes de los hongos son ricas en polisacaridos, por lo que, tras su contacto
con el &cido cromico usado en la tincion, estos polisacéridos se convierten en aldehidos, los
cuales reducen los iones de plata metenamina a plata metdlica. La sintesis de plata metalica
en esta reaccion confiere a la pared fungica una coloracion entre café y negro, lo que denota
la presencia de hifas (Remedios et al., 2021).
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Los cortes se observaron al microscopio (Carl Zeiss, Inc., Thornwood, NY, USA) equipado
con una cadmara AxioCam Erc5s con aumento 20X. El procesamiento digital de las imagenes
fue realizado con el software (Jena, Alemania) Zen 2.3 (edicién azul).

5.15 Obtencion de extractos proteicos totales y
cuantificacion de proteinas por Bradford

Con la intencion de obtener los lisados proteicos totales, se almacenaron los explantes
placentarios en buffer de lisis de proteinas al término de los experimentos. El buffer esta
compuesto por Tris (hidroximetil) aminometano — &cido Clorhidrico (Tris-HCI) 200 nM, EDTA
0.5 mM, IGEPAL® 1%, deoxicolato de sodio 5%, dodecil sulfato sodico (SDS) 10%, NaCl
1M, fluoruro de sodio (NaF) 1M, inhibidor de proteasas (Sigma Aldrich, Catalogo: P8340)
0.1% y ortovanadato de sodio (NasVOs;) 200 mM. Los explantes se mantuvieron en
ultracongelacion a -40°C hasta su procesamiento.

La lisis mecéanica de los tejidos se realizé con el equipo politron (Marca OMNI, modelo 125)
en frio, manteniendo las muestras en hielo. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a
3000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Se recuper6 el sobrenadante y se cuantificé la proteina
total mediante Bradford.

Para ello, se utilizé una placa de cultivo de 96 pozos en la que se cargaron las muestras
diluidas 1:5 o 1:8 dependiendo de cuanta proteina concentrada se visualizaba
cualitativamente mediante una prueba previa con el reactivo de Bradford. La dilucién se
realiz6 con agua bidestilada. Se us6 como curva de calibracién una ya conocida de albumina
bovina sérica (BSA ajustado a 0.25, 0.50, 0.75, 1.00, 1.50, 2.00 y 2.5 pg/mL). Se us6 agua
bidestilada como blanco de referencia en la curva patrén a la cual también se le agreg6 el
reactivo de Bradford.

Se coloco en la placa cada punto de referencia y de muestra por duplicado en volumen final
de 5 pL y posteriormente, se colocaron 200 uL de reactivo de Bradford. Finalmente, se realizé
la lectura cuantitativa a 595 nm en el espectrofotémetro (Bio-Rad, xMark). Con los datos de
concentracion de proteina, se realizé el calculo para tener 350 ug de proteina total en un
volumen de 100 pL.

5.16 Cuantificacion de IL6, IL8 y HBD 1 - 4 por la
técnica de ELISA

Se realizdé un ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA) para determinar la
secrecion de IL6 e IL8. Se recuperaron los medios de cultivos de los tratamientos tanto a las
8 como a las 24 horas de tratamiento. Se utilizé un estuche comercial de ELISA de la marca
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PeproTech para cuantificar a IL6 (900-K16). La cuantificacion de IL8 se hizo con el kit
comercial de ELISA de la marca R&D systems (DY208).

Por otra parte, se analizé la abundancia de HBD 1 — 4 en los sobrenadantes obtenidos de la
lisis de los explantes placentarios para determinar su concentracién intracelular tanto a las 8
como a las 24 h. La cuantificacion se realiz6 con los siguientes kits comerciales de ELISA de
la marca Peprotech: HBD1 (900-K202), HBD2 (900-K172), HBD3 (900-K210) y HBD4 (900-
K435). Las especificaciones de cada analito se muestran en la Tabla 1.

Con la finalidad de cuantificar la especificidad de los anticuerpos indicados a las muestras
placentarias, se realizaron los correspondientes analisis de ELISA que se basan en un
reconocimiento de anticuerpos especificos de las muestras utilizadas contra la region Fc
humana de cualquier isotipo (IgG, IgA o IgM). Los anticuerpos anti-Fc estan unidos a enzimas
como la peroxidasa o la fosfatasa alcalina (Herndndez Ramirez & Cabiedes, 2010). Se da un
tiempo de interaccion entre el anticuerpo presente en los medios de cultivo recuperados de
los tejidos placentarios y los anticuerpos presentes en las placas de ELISA. Se realizan
diferentes lavados para eliminar los anticuerpos no adheridos y sobrantes en la placa y se
agrega el anticuerpo secundario o de deteccion durante un tiempo para permitir la interaccién.
Finalmente, se agrega el sustrato cromogénico especifico para la peroxidasa, lo cual hara un
viraje de color y la intensidad del mismo dependera de la cantidad de anticuerpo conjugado
con la enzima de acuerdo al antigeno en la muestra de medio que reconoce el anticuerpo
adherido a la placa de ELISA. Se realiza una medicion cuantitativa en un espectrofotémetro
tomando como base una curva patrén con diferentes diluciones en donde van a entrar, o no,
cada pozo de muestra colocado en la placa.
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Tabla 1. Especificaciones analiticas para los kits de ELISA empleados en el proyecto

Analito [ Marca | Curvade | Concentracion | Concentracion | Concentracion | Reactivo Dilucion
y referencia | de trabajo del | de trabajo del | de trabajo del en el que de las
modelo | de Ab captura Ab deteccion | Ab captura se realizaron muestras
del kit | estandar las
de diluciones
ELISA de
anticuerpos y
estandar
IL6 R&D 23.43 - 2 ug/mL 50 ng/mL 200 ng/mL Buffer bloqueo | 1:100
System | 3000 (PBS 1X +
s (900- | pg/mL BSA al 1%)
K16)
IL8 R&D 23.43 - 4 ug/mL 20 ng/mL 100 ng/mL Buffer bloqueo | 1:100
System | 3000 (PBS 1X +
s pg/mL BSA al 1%)
(DY20
8)
HBD1 PEPR | 23.43- 100 pg/mL 100 pg/mL 1 pg/mL Reactivo Ajustado a
OTEC | 3000 diluyente (BSA | 350 g de
H (900- | pg/mL al 1% + PBS proteina
K202) 1X + Tween 20 | total en un
al 0.05%) volumen de
550 uL
HBD2 PEPR | 23.43- 100 pg/mL 100 pg/mL 1 pg/mL Reactivo Ajustado a
OTEC | 3000 diluyente (BSA | 350 g de
H (900- | pg/mL al 1% + PBS proteina
K172) 1X + Tween 20 | total en un
al 0.05%) volumen de
550 uL
HBD3 PEPR | 23.43- 100 pg/mL 100 pg/mL 1 pg/mL Reactivo Ajustado a
OTEC | 3000 diluyente (BSA | 350 g de
H (900- | pg/mL al 1% + PBS proteina
K210) 1X + Tween 20 | total en un
al 0.05%) volumen de
550 pL
HBD4 PEPR | 23.43- 100 pg/mL 100 pg/mL 1 pg/mL Reactivo Ajustado a
OTEC | 3000 diluyente (BSA | 350 g de
H (900- | pg/mL al 1% + PBS proteina
K435) 1X + Tween 20 | total en un
al 0.05%) volumen de
550 uL

El paso inicial es sensibilizar la placa de ELISA mediante el anticuerpo primario o de captura
para que posteriormente se pueda unir al antigeno de la muestra colocada. Se colocaron 100
uL del anticuerpo diluido en 10.2mL de PBS 1X para obtener la concentracion de trabajo
deseada. Posteriormente, se colocaron 100 uL en cada pozo de la placa (placa de 96 pozos)
y se mantuvo durante toda la noche a una temperatura de 4°C para propiciar una buena
adhesion del anticuerpo de captura a la placa.
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Al dia siguiente, que es el montado de muestras, se inicia con 3 lavados a la placa mediante
un lavador de placas automéatico marca Bio-Rad con la solucion wash buffer (PBS 1X + Tween
al 20 0.05%) y se procede a bloquear la placa con albumina (PBS 1X + BSA 1%) durante al
menos una hora a temperatura ambiente con una cubierta de aluminio.

La curva patron o de calibracion se realiza mediante 7 diluciones seriadas del estandar
incluido en el kit comercial. Se realizaron tres lavados después del tiempo de bloqueo con el
fin de eliminar uniones inespecificas. Se hizo el cargado de muestras y estandar de referencia
con 100 ulL/pozo. Para permitir la adecuada interaccion antigeno - anticuerpo, se dej6 en
incubacion con agitacion durante 2 horas a temperatura ambiente. Finalmente, se coloco el
anticuerpo de deteccion (100 uL/pozo). Se puede dejar el mismo en incubacion durante 2
horas a temperatura ambiente, o bien durante toda la noche a 4°C.

Nuevamente se realizaron tres lavados para eliminar uniones inespecificas en la placa y se
incubd durante 30 minutos cubierto de la luz con 100uL por pozo de estreptavidina-peroxidasa
de rabano (HRP) ya que es fotosensible. Finalmente, para la reaccién colorimétrica se utilizé
el sustrato o-fenilendiamina dihidrocloruro (OPD) de Sigma Aldrich en buffer de fosfato de
sodio (NasPO4) 0.2 M, &cido citrico 0.1 M, 0.05% perdxido de hidrogeno al 30%, pH 5.0; y se
utilizé como solucién de paro acido sulfarico 2N. Una vez definido el viraje en la colorimetria
se ley6 cada placa en el espectrofotémetro Bio-rad (Modelo xMark) a una longitud de onda
de 492 nm. La curva estandar se ajusté a una regresion logistica de 4 parametros para la
determinacion de la concentracion de analitos en las muestras.

5.17 Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico de secrecion de IL6, IL8 y HBD 1-4, se utiliz6 el programa
GraphPad Prism 9.3.0 (GraphPad Software, Inc.). Se evalu6 la normalidad de la distribucién
de los datos mediante la prueba de Shapiro-Wilk. A continuacién, se describen las pruebas
de eleccion, dependiendo de la distribucion de las muestras:

- Para datos de distribucién no normal se uso6 la prueba de Kruskal-Wallis y las
comparaciones multiples pareadas se hicieron por Dunn.

- Para datos de distribucion normal se uso la prueba de ANOVA ordinaria de una via
seguido de la prueba de comparaciones mdltiples pareadas de Tukey.

Se consider6 como diferencia estadistica significativa el valor de P inferior a 0.05 (P< 0.05).
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VI. Resultados

6.1 Caracterizacion de C. albicans

La caracterizacién morfolégica y molecularmente de la cepa del hongo dimoérfico C. albicans
utilizada para este estudio consistié en la realizacion de tinciones Grocott y modificacion de
gram e identificacion molecular por PCR tiempo final.

En la Figura 6A se puede apreciar la morfologia eliptica u ovalada de la levadura, con un
tamanfio reportado entre 3 y 5 um (Dignani et al., 2009). Asimismo, en esta microfotografia se
puede apreciar en los sitios sefialados con flecha su reproducciéon asexual por gemacion
(Bengel, 2010). En la Figura 6B se presenta otra microfotografia de la infeccion con C.
albicans en la placenta humana. En este caso, se puede apreciar su forma hifal, asociada con
su forma infecciosa. La hifa es una estructura multicelular hiperpolarizada en forma de
filamentos con sitio de expansion en su pared celular (Gow et al., 2011; Kashem et al., 2015;
Riquelme et al., 2018).

En cuanto a su caracterizacion macroscopica en la Figura 6C se puede observar que crece
en colonias muy pequefas (de alrededor de 1 mm de diametro). Las colonias son tipicamente
blancas, translicidas por completo, y pueden adquirir un color crema conforme van
envejeciendo en el agar. Sus colonias son lisas, suaves, himedas y de bordes definidos,
aungue en algunas ocasiones proyectan filamentos hasta la profundidad del agar dando un
aspecto “velloso” (Buschelman et al., 1999; Dofate, 2017; Pfaller, 2015). Finalmente, en la
Figura 6D se presenta su caracterizacion a nivel molecular. El amplicon detectado
corresponde con una region conservada del cromosoma R de este hongo. En este gel de
agarosa, se muestra el control positivo, la muestra y control negativo de C. albicans. Como
se puede visualizar, la amplificacion del producto en la muestra coincide con el amplicén
observado en el genoma control de C. albicans (control positivo). Por el contrario, no se
observa ninguna banda en el control negativo, lo que descarta la contaminacion a lo largo del
desarrollo experimental.
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B. Morfologia microscopica de hifa
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100 pb Control + Muestra Control -

C. Morfologia macroscépica de colonias D. Identificacion molecular

Figura 6. Caracterizacion microbiolégica y molecular de C. albicans. A) Morfologia microscdpica de levadura de
C. albicans aumento 20X con tincidon de gram. Se visualiza la forma ovalada caracteristica de las levaduras. Se
sefiala con flecha las levaduras en gemacion. B) Morfologia microscopica de hifa aumento 20X con tincién de
Grocott. Se visualiza en coloracion café la forma de hifa, descrita como la forma infecciosa. Visualizacion en
explante placentario tratado con Glucosa 10 mM (Condicion control) e infectado durante 24h con C. albicans (1 x
105 UFC/mL). La escala se muestra en la esquina inferior derecha (50 um). C) Morfologia macroscopica de las
colonias de C. albicans en placa de agar LB. D) Identificacion molecular por PCR tiempo final. En la imagen se
observan los pesos de la escalera de referencia (Columna 1), el control positivo del banco de genoma de C.
albicans (Columna 2), la muestra con la cepa de estudio (Columna 3), y el control negativo de agua (Columna 4).

6.2 Curva de crecimiento de C. albicans

Como parte de la estandarizacién del modelo de infeccién con C. albicans, se cuantificé la
curva de crecimiento de este hongo para conocer la relacién de UFC/mL vy la turbidez en el
medio de cultivo, y por ultimo generar una ecuacion predictiva de las colonias de C. albicans
por turbidimetria.
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Se monitored el crecimiento de C. albicans a lo largo de 10 horas. Para ello se tomé una
alicuota cada hora y se ley6 en un espectrofotometro a 600 nm para conocer su absorbancia.
Adicionalmente, se sembraron placas de agar LB para conocer el conteo de colonias a cada
hora. A continuacion, se presentan los resultados obtenidos.

En el gréafico se puede apreciar la linea de tendencia punteada con el crecimiento exponencial
de C. albicans. En la Figura 7 se observa la absorbancia contra el conteo de UFC/mL que
indica una curva lenta de crecimiento de C. albicans, coincidiendo con el tipico patron de
crecimiento de los hongos. Por ejemplo, a partir de la hora 5 de crecimiento, en que inicia la
etapa log, se tiene un conteo de 9.3 X 10° UFC/mL, mientras que a las 10 horas de
seguimiento el conteo es de 1.8 X 10’ UFC/mL; es decir, un crecimiento de poco mas de un
logaritmo en 5 horas. En cambio, la tasa de crecimiento logaritmico observado en las
bacterias es mucho més acelerado, pudiendo incrementar un logaritmo en cuestién de un par
de horas (Cylke & Banerjee, 2023; Jiménez-Escutia et al., 2023; Salman, 2020). El lento
crecimiento de los hongos tiene que ver con su naturaleza eucarionte, en comparacion con
las bacterias que son procariontes. Durante el tiempo de 10 horas se observé su crecimiento
desde la fase de adaptacién (lag) en las primeras 4 horas, seguido de la fase exponencial
(log) a partir de la hora 5.

-4+ Absorbancia

-2 UFC/mL
2x107 - - 1.5
1.5%107
7 L 10 =
5 7 °F
o E o
SO 1x107 3
S S
U'D 05 3
5%106 - 3
0 —————+ 0.0

0 5 10 15
horas de infeccion

Figura 7. Crecimiento de C. albicans A) Curva de crecimiento de UFC/mL de C. albicans.

Con estos datos, se obtuvo la curva de tendencia para la absorbancia contra las UFC/mL y
se calcul6 la ecuacion predictiva que se utilizé para los siguientes experimentos de infeccion.

Ecuacion 1:

UFC/mL = 251,293e39327)®

“y,"

Siendo “x” la absorbancia leida en el espectrofotometro a 600 nm.
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Posteriormente, para conocer la concentracion de infeccion a utilizar en los explantes
placentarios, se prob6 seguir las curvas de crecimiento usando diferentes cargas de inéculo
inicial de C. albicans. Esto debido a que el crecimiento libre de C. albicans no es igual al
comportamiento en un modelo de infeccion, ya que en este caso, entra en juego la capacidad
de defensa del tejido placentario. Para ello, se cuantificd el crecimiento con cargas iniciales
de infeccién ajustadas a 103, 104, 10° y 10° UFC/mL, y se les dio seguimiento a las 0, 8 y 24
h post-infeccion (p.i), de acuerdo con lo consultado previamente en la bibliografia (Dornelas
et al., 2020; Lagrou et al., 2015; Zaga-Clavellina et al., 2006, 2012). Como se puede apreciar
en la Figura 8, al tiempo cero, el conteo de colonias indicé que la carga inicial de infeccion
corresponde efectivamente a 10%, 104, 10° y 10® UFC/mL. Ademas, se puede observar que
con las concentraciones iniciales de 10% y 10, hay un crecimiento menor de un logaritmo a
las 8 h p.i.; mientras que con las concentraciones de 10° y 10° se puede observar el
crecimiento de un logaritmo a cada tiempo de infecciébn (8 y 24 h). Por lo tanto, las
concentraciones de 10° y 10° fueron mas eficientes en términos de su infectividad, para el
montaje de los siguientes experimentos.

108_
1074 +
106 ]I_ + = 0 horas =

10°- 8 horas

104 24 horas
103_

102_
101—.

C. albicans
UFC/mL

Conteo inicial| 103 10* 10° 10°

Figura 8. Crecimiento de C. albicans en el medio de cultivo de explantes placentarios infectados con indculos
iniciales a las concentraciones 103 - 106 UFC/mL en un tiempo de 8 y 24h post-infeccion. n = 3 placentas.

Para poder definir si la concentracion inicial de infeccion seria de 10° o 10° que fueron las
concentraciones con mejor respuesta en el ensayo de crecimiento de colonias, se decidid
observar la invasividad de C. albicans en el tejido placentario (Figura 9). La tincién de Grocott
muestra que conforme se incrementa la concentracion del indéculo se puede observar una
mayor infiltracion del hongo en la vellosidad placentaria. La concentracion de 10°
practicamente satura al tejido, por lo que es demasiado agresiva para el cultivo de explantes
placentarios. Por el contrario, la invasividad observada con las concentraciones de 103, 10*y
10° es de una magnitud comparable. Por lo tanto, para fines de esta tesis se decidi6 elegir la
concentracion inicial de infeccién de 10° UFC/mL durante 8 y 24 h p.i. Cabe agregar que esta
concentracion es equiparable al punto de corte que se utiliza en la préctica clinica para
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identificar una infeccién urinaria causada por bacterias, cominmente E. coli (Echevarria-
Zarate et al., 2006; Olmos-Ortiz et al., 2022).

Control o C. albicans 10°
> ;g‘.‘ ‘_—,—'. 3

C. albicans 10°

ey R
ey

4
5

¢ <2,

Figura 9. Tincion Grocott en explantes placentarios infectados durante 24 h con C. albicans ajustada a 103 a 106
UFC/mL. La escala en la esquina inferior derecha indica 50 pm.

6.3 Caracteristicas clinicas

En la Tabla 2 se muestra la descripcion de las caracteristicas clinicas maternas y fetales,
correspondientes a las placentas donadas para este protocolo de investigacion. Cabe
destacar que todas las placentas incluidas cumplen con los criterios de inclusion y para la
obtencion de todas se firmé el consentimiento informado. El total de placentas procesadas
fue de 7, de acuerdo con el célculo de tamafio de muestra (seccion 5.4).

35


https://paperpile.com/c/QNVYjl/GMV8+TvXQ
https://paperpile.com/c/QNVYjl/GMV8+TvXQ

Tabla 2. Caracteristicas clinicas maternas y fetales.

Caracteristicas maternas

Variables del estudio

Promedio + DE

Intervalo (min. - max.)

materno (kg)

Edad bioldgica 32+3 27 - 36
IMC pre - gestacional 26.3+2.1 24.2-304
Numero de embarazos 2107 1-3
Presion sistolica (mmHQ) 115.6 £ 11.54 100 - 131
Presion diastdlica 76.6 £12.1 60 - 90
(mmHg)
Ganancia de peso 8.6+4 3-15

Caracteristicas neonatos

Variables del estudio

Promedio + DE

Intervalo (min. - max.)

APGAR minuto 1 8.7+05 8-9
APGAR minuto 5 9+0 9
Perimetro cefélico (cm) 345+13 33-355
Talla (cm) 483+ 1.5 47 - 50
Peso (kg) 32+0.1 3-33
Sexo 4 hombres, 3 mujeres 57.1% / 42.85%

Otras caracteristicas

Peso humedo de la
placenta (gr)

577.4+£91.5

493.7 - 685.9

APGAR: acrénimo del sistema de puntuacion de los signos fisicos del recién nacido (Actividad, Pulso, Mueca,
Aspecto y Respiracion). IMC: indice de masa corporal. El peso de la placenta fue medido sin membranas fetales

y sin cordén umbilical.
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6.4 Efecto cuantitativo de la capacidad de defensa
iInnata de la placenta humana ante la infeccion por
C. albicans y su tratamiento con insulina 'y
metformina

Para evaluar la capacidad de defensa innata de la placenta se utilizd un ensay6 cuantitativo
(para medir el nimero de colonias) y un ensayo cualitativo de invasividad intratisular (por
tincion Grocott). Primero, se presentan los resultados derivados del ensayo cualitativo de
conteo de UFC.

A las 8 horas post infeccion (h.p.i.), la condicion de hiperglucemia tuvo una tendencia hacia
lo significativo en el crecimiento de C. albicans en comparacion con el crecimiento observado
en el medio de explantes pretratados con glucosa 10 mM (Figura 10). Sin embargo, después
de 24 horas de infecciébn no se encontraron diferencias significativas, lo que podria estar
asociado con la internalizacion de C. albicans en el tejido. El tratamiento con insulina o
metformina no modificé el conteo de colonias ni a las 8 ni a las 24 h.p.i.

1%108
p=0.0510

oty T T

“H

0y

1x106
1x105 J_

Glucosa mM 10 50 50 50 10 50 50 50

Insulina 500 nM - - + - - - + -
Metformina 500 pyM| - - - + - - - +

Tiempo de infeccion 8 h 24 h

T S

C. albicans
(UFC/mL/g tejido)

Figura 10. Crecimiento de colonias de C. albicans en el medio de cultivo de explantes placentarios tratados con
glucosa (10 o 50 mM), insulina (500 nM) y metformina (500 uM). El inéculo inicial fue de 1x105 UFC/mL. Se
mantuvo la infeccion durante 8 y 24 h.

n = 7 placentas para experimentos independientes en triplicado. Comparacion estadistica por prueba de

Kruskal-Wallis, ANOVA de una via, seguido de la prueba de Dunn para comparaciones mdltiples. Los datos se
presentan en forma de cajas (mediana, rango intercuartil, percentiles 25, 50 y 75) y bigotes (min-max).
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6.5 Efecto cualitativo de la insulina y la metformina
sobre la capacidad de defensa innata placentaria
ante la infeccion por C. albicans

Para observar morfolégicamente la fase infecciosa de C. albicans en el tejido de explantes
placentarios del tercer trimestre, asi como la parte cualitativa de la invasividad del mismo en
los diferentes tratamientos experimentales, se realiz6 la tincion de Grocott. En la Figura 11 se
muestran los filamentos caracteristicos de la morfologia hifal, considerada como la fase
infecciosa, en una coloracién oscura que contrasta con el tejido placentario en color verde.
La capacidad innata placentaria juega un papel fundamental en el control de la invasividad
por la infeccién de C. albicans.

A las 8 h.p.i. puede apreciarse de manera cualitativa una tendencia de mayor formacién de
hifas en los explantes placentarios pretratados con alta glucosa; en contraparte, los explantes
pretratados con glucosa 10 mM muestran una menor formacion de hifas. A las 8 h.p.i. el
tratamiento con metformina fue mas efectivo para limitar la invasividad de C. albicans en la
vellosidad placentaria; ya que con el tratamiento de insulina hay un puntilleo que indica
positividad a C. albicans en el mesénquima placentario.

Estos mismos efectos se pueden observar de forma mucho mas notoria a las 24 h.p.i. Las
hifas son mas abundantes en los explantes pretratados con glucosa 50 mM que en los
explantes pretratados con glucosa 10 mM, lo anterior indica que el hongo tiene condiciones
favorables para desarrollar su forma mas infecciosa (hifal) ante escenarios de alta glucosa.
Por otra parte, puede corroborarse que el pretratamiento con metformina ayudoé a disminuir
el desarrollo hifal y contener la invasividad de este hongo en la vellosidad placentaria. De
manera general, de acuerdo con los resultados obtenidos, se aprecia una mejor respuesta
por parte de la metformina en comparacion con la insulina.

Control negativo Glucosa 10 mM Control negativo Glucosa 50 mM

Inicia figura 11
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Glucosa 50 mM 8 h

Glucosa 10 mM 8 h

Glucosa 50 mM + Metformina 500 nM 8 h

Glucosa 10 mM + Insulina 500 nM 8 h

Continua figura 11
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Glucosa 10 mM 24 h Glucosa ?0 mM 24 h

™ I, # 2
R

Figura 11. Cortes histolégicos de vellosidades placentarias infectadas con C. albicans. Los explantes placentarios
se pretrataron durante 48 horas con glucosa (10 o 50 mM), insulina (500 nM) o metformina (500 uM). Seguimiento
alas 8y 24 h.p.i. Tincién Grocott. Barra de escala en esquina inferior derecha de 50 pm.
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6.6 Efecto de la hiperglucemia y el tratamiento con
iInsulina o metformina sobre la secrecion de las
citocinas proinflamatorias IL6 e IL8 en explantes
placentarios infectados con C. albicans

Se decidio evaluar la respuesta inflamatoria placentaria ante la infeccion por C. albicans.
Cabe sefialar que de manera inicial se contemplé medir a los marcadores inflamatorios TNF-
a e IL1B. Sin embargo, estas citocinas estuvieron debajo del limite de deteccion en los
ensayos de ELISA, por lo que la respuesta inflamatoria sélo se pudo reportar con los
marcadores IL6 e IL8.

Como se muestra en la Figura 12, s6lo se observaron cambios significativos tras 24 h p.i.
Particularmente, la hiperglucemia fue un importante inductor de la secrecion de IL6. De
manera interesante, la infeccién disminuyd significativamente la secrecién de IL6 en
comparacion con la hiperglucemia. Esta secrecion disminuida de IL6 se sostuvo con la
infeccion independientemente de la concentracion de glucosa o el tratamiento con insulina o
metformina. Adicionalmente, se evalu6 la secrecion de IL6 en respuesta a dos antigenos
bacterianos bien caracterizados por nuestro y otros grupos de (Olmos-Ortiz et al., 2019;
Jiménez-Escutia et al., 2023), el LPS y el LTA, que imitan un escenario de infeccién aguda
por bacterias. Ambos antigenos indujeron de manera considerable la secrecién de esta
citocina, demostrando que la respuesta ante la infeccién por C. albicans es completamente
diferente de la que puede observarse ante una infeccién bacteriana.
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2500 = -
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\ * % k k
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Glucosa (mM) 10 50 10 50 50 50 10 50 10 50 50 S50 10 10

C. albicans - - + + + + - - + + + + - -

IL-6
{(ng/mL/g de tejido)
*

Insulina 500 nM - - - - + - - - - - + - - -

Metformina 500 uyM| - - - - -+ - - - - -+ - -
Tiempo de infeccién 8 horas 24 horas

Figura 12. Secrecion de IL6 en explantes placentarios infectados con C. albicans (1x10° UFC/mL) en respuesta
a la glucosa (10 0 50 mM), insulina (500 nM) y metformina (500 uM)

n = 7 placentas para experimentos independientes en triplicado. Analisis estadistico mediante ANOVA de una

via. Las comparaciones multiples se hicieron por la prueba post hoc de Tukey debido a la distribucién normal
de los datos; *P<0.05; **P<0.01; ****P<0.0001. Los datos se presentan como promedio y desviacion estandar.
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En cuanto a la secrecion de la citocina proinflamatoria IL8, ésta mostré un comportamiento
idéntico al previamente descrito para IL6. La hiperglucemia indujo casi significativamente (P
=0.08) su secrecién a las 24 h p.i., mientras que la infeccion en medio de glucosa 10 mM la
disminuy6 significativamente (Figura 13). Nuevamente, el tratamiento con LPS y con LTA
indujo considerablemente la secrecién de IL8.

10000+ IL8

*
8000+
*
6000+
4000= l
~

p=008 % %
2000 Y

v ¥

1000 -

IL-8
(ng/mL/g de tejido)

aln

Glucosa (mM) 10 50 10 50 50 50 10 50 10 50 50 50 10 10

C. albicans - - + + o+ + - - + + + o+ - -

Insulina 500 nM - - - -+ - - - - -+ - - -
Metformina 500 uM| - - - - - + - - - - -+ - -

Tiempo de infeccién 8 horas 24 horas

Figura 13. Secrecién de IL8 en explantes placentarios infectados con C. albicans (1x10° UFC/mL) en respuesta
a la glucosa (10 o 50 mM), insulina (500 nM) y metformina (500 puM).

n = 7 placentas para experimentos independientes en triplicado. Analisis estadistico mediante la ANOVA de
Kruskal-Wallis, seguido de la prueba de Dunn para las comparaciones mdltiples. P<0.05; **P<0.01. Los datos
se presentan como promedio y desviacion estandar.

6.7 Efecto en la produccion de las beta defensinas
1 - 4 en explantes placentarios asi como con el
tratamiento con insulina y metformina

Ya que las beta defensinas son péptidos antimicrobianos que se inducen en respuesta a los
estimulos microbianos y son secretados en la placenta, se evaluaron de igual manera ante el
escenario de hiperglucemia, debido a que se sabe que su secrecién baja ante estas
condiciones. Segun lo observado en las Figuras 14 - 17, la infeccion con C. albicans indujo
de manera significativa la produccion de HBD3. U patron similar puede observarse con HBD1
y HBD4, aunque no alcanzaron la significancia estadistica. De manera interesante, la
condicion de hiperglucemia + infeccion, resulté en una menor produccion de HBD1, HBD3 y
HBD4, aunque sin diferencia estadistica.
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Ademads, se visualiza una discreta disminucion en la produccién de las HBD 1 - 4 en la
condiciéon de hiperglucemia. El tratamiento con insulina y metformina no reflejaron un cambio
significativo en la produccion de las beta defensinas.
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Tiempo de infeccién 8 horas 24 horas

Figura 14. Sintesis de HBD1 en explantes placentarios infectados con C. albicans (1x10° UFC/mL) en
respuesta a la glucosa (10 o 50 mM), insulina (500 nM) y metformina (500 pM)

n = 7 placentas para experimentos independientes en triplicado. Comparacion estadistica por prueba de
Kruskal-Wallis, ANOVA de una via, seguido de la prueba de Dunn para comparaciones multiples. Los datos se
presentan como promedio y desviacion estandar.
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Figura 15. Sintesis de HBD2 en explantes placentarios infectados con C. albicans (1x10° UFC/mL) en
respuesta a la glucosa (10 o0 50 mM), insulina (500 nM) y metformina (500 uM).

n= 7 placentas para experimentos independientes en triplicado. Comparacion estadistica mediante ANOVA de
una via seguido de la prueba post hoc de comparaciones miltiples de Tukey debido a la distribucién normal
Los datos se presentan como promedio y desviacion estandar.

43



10000 -
T 8000+
5
o
S 6000

=g

m

T £ 4000-
4
E
2 2000+

HBD3

Glucosa (mM) 10 50 10 50 50 50 10 50 10 50 50 50 10 10

C. albicans - - + + + + - - + + + + - -

Insulina 500 nM - - - - + - - - - - + - - -

Metformina 500 uM - - - - - + - - - - - + - -
Tiempo de infeccién 8 horas 24 horas

Figura 16. Sintesis de HBD3 en explantes placentarios infectados con C. albicans (1x10° UFC/mL) en

respuesta a la glucosa (10 o 50 mM), insulina (500 nM) y metformina (500 uM).

n = 7 placentas para experimentos independientes en triplicado. Comparacion estadistica por prueba de
Kruskal-Wallis, ANOVA de una via, seguido de la prueba de Dunn para comparaciones miltiples. *P < 0.05.

Los datos se presentan como promedio y desviacion estandar.
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Figura 17. Sintesis de HBD4 en explantes placentarios infectados con C. albicans (1x10° UFC/mL) en

respuesta a la glucosa (10 o 50 mM), insulina (500 nM) y metformina (500 pM).

n = 7 placentas para experimentos independientes en triplicado. Comparacion estadistica por prueba de
Kruskal-Wallis, ANOVA de una via, seguido de la prueba de Dunn para comparaciones mltiples. Los datos se

presentan como promedio y desviacién estandar.
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VIl. Analisis de resultados y discusion

La placenta es uno de los érganos fundamentales para llevar a término un embarazo exitoso
a través de la tolerancia inmunoldgica, asi como con la capacidad de respuesta activa ante
una posible infeccion mediante diversos mecanismos (Kang et al., 2022; Olmos-Ortiz et al.,
2019). Sin embargo, el escenario por una infeccion puede ser adverso si se considera una
condicién de hiperglucemia como la que se genera en la DMG en donde hay una inflamacion
crénica no controlada (Khambule & George, 2019).

En este sentido, el objetivo principal de esta tesis fue evaluar el efecto de la insulina y la
metformina sobre la respuesta inflamatoria y la defensa innata de la placenta humana
infectada con C. albicans en un modelo in vitro de hiperglucemia que semeja el ambiente de
la DMG. Para ello, se evalué de forma cualitativa (tincién Grocott) y cuantitativa (conteo de
colonias) la capacidad de la placenta para contener dicha infeccion. Asimismo, se evalud la
respuesta inflamatoria de la placenta humana a través de la medicion de las citocinas
inflamatorias IL6 e IL8. De igual manera, se evalué la defensa inmunoldgica innata con la
produccion de los péptidos antimicrobianos HBD 1 — 4.

En primer término, se estandarizaron las condiciones de infeccion por C. albicans en la
placenta humana. Para poder definir la mejor concentracién de in6culo de C. albicans, se
comenzO6 por realizar una revision bibliografica. Sin embargo, de acuerdo con multiples
estudios, no hay un consenso sobre la concentracion ideal inicial de infeccién(Dornelas et al.,
2020; Lagrou et al., 2015; Zaga-Clavellina et al., 2006, 2012). Por lo tanto, se decidi6é probar
una curva de 10° a 10° para evaluar su crecimiento logaritmico y su capacidad de infiltracion
en el tejido placentario. Al término de los experimentos de estandarizacion se decidié infectar
con 1 X 10° UFC/mL de C. albicans ya que fue la concentracién que mostré un mejor aumento
en el crecimiento logaritmico sin llegar a saturar la vellosidad placentaria (como ocurrié con
la concentraciéon de 10°). Cabe sefialar que la concentracién de 1 X 10° UFC/mL, coincide
con el punto de corte clinicamente aceptado para el diagndstico de la infeccién del tracto
urinario por bacterias (Echevarria-Zarate et al., 2006). Cabe aclarar que no siempre la sola
presencia de microorganismos en la placenta desata esta respuesta (Zhou et al., 2010).

En segundo término, se estandarizaron las concentraciones de glucosa que ayudaran a
representar un reto inflamatorio asociado a la hiperglucemia. En esta tesis se probaron
medios condicionados con glucosa 10 mM como glucosa control y glucosa 50 mM como
hiperglucemia severa. La eleccion de estas concentraciones se determiné de acuerdo a
experimentos previos realizados en el grupo del laboratorio de Inmunologia de la Unidad feto-
placentaria perteneciente al departamento de Inmunobioquimica en el INPer (Jiménez-
Escutia et al., 2023). En ese articulo se demostr6 que un estimulo con glucosa 50 mM induce
significativamente la sintesis de TNF-a, IL1b e IL6 y la acumulacion de glucégeno intravelloso
sin comprometer la viabilidad celular. Por otra parte, la concentracion de glucosa 10 mM
representa la concentracion minima de glucosa presente en los medios indicados para el
cultivo de explantes placentarios por ser un tejido con alta demanda de glucosa (Miller et al.,
2005).

Finalmente, estas concentraciones de glucosa se encuentran respaldados por otros modelos
de tejidos o células de la interfase materno-fetal (Abadpour et al., 2018; Han et al., 2015;
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Huerta-Garcia et al., 2012; Jiménez-Escutia et al., 2023; Olmos-Ortiz et al., 2019; Rice et al.,
2015; Zhao et al., 2018).

Continuando con el analisis de la defensa placentaria contra la infeccién por C. albicans, se
observo que la hiperglucemia propicia una mayor presencia de hifas, lo que coincide con lo
reportado en la bibliografia donde se indica que mayores concentraciones de glucosa inducen
una transicion de levadura a hifa en este hongo (He et al., 2022; Nyirjesy & Sobel, 2015;
Zhang et al., 2018). El cambiar de forma de levadura a hifa le confiere una capacidad de
escapar del sistema del hospedero, o que en un escenario clinico le ayudaria a ascender a
través de la vagina y el cérvix, e invadir los tejidos hasta llegar a la placenta y eventualmente
al feto.

Si bien, la forma de hifa es la mas cominmente reportada como infecciosa (Gow et al., 2011,
Kashem et al., 2015), en los cortes histol6gicos también se puede apreciar un puntilleo color
negro haciendo referencia posiblemente a la fase de levadura, esencial para la adhesién
epitelial inicial y, por lo tanto, necesaria para continuar con la infiltracion de los tejidos. De
esta manera, se puede decir que ambas formas estan presentes en la infeccidén placentaria.
En cuanto al efecto del pretratamiento con insulina y con metformina, parece que el segundo
farmaco es mas efectivo para limitar la formacion de hifas y la invasividad intravellosa. De
esta forma, se puede sugerir que la metformina tiene la capacidad de fortalecer la defensa
innata placentaria en un escenario de hiperglucemia y de infeccion por C. albicans.

Por otra parte, ademas de la invasividad intratejido, también se evalué el crecimiento de
colonias de C. albicans por fuera de la vellosidad placentaria (en el medio de cultivo). Si bien
no alcanzé la significancia estadistica, se puede apreciar una marcada tendencia de aumento
en el conteo de UFC/mL en la condicion de hiperglucemia en un tiempo de infeccion de 8
horas. Este resultado hace evidente el desafio que presentan las mujeres con un cuadro
clinico de DMG en las que, ademas, deben enfrentar el escenario adverso metabdlico
asociado a la hiperglucemia deben enfrentar, como en este caso, una infecciébn por
candidiasis.

A las 24 horas el crecimiento de este hongo sigue en aumento lo que habla de una inmunidad
innata placentaria comprometida ante la condicion de hiperglucemia. Sin embargo, no hay
diferencias entre los distintos tratamientos, lo que indica que la placenta no es eficiente para
controlar y limitar el crecimiento de C. albicans por fuera del tejido. La insulina y la metformina
no modificaron el crecimiento extracelular de este hongo ni a las 8 ni a las 24 h.p.i.

En cuanto a la respuesta inflamatoria, se observé que el tratamiento con hiperglucemia por
si solo indujo una mayor secrecion significativa de la citocina IL6, y casi significativa de la
citocina IL8, en comparacion con la glucosa control de 10 mM. El efecto de la alta glucosa
como inductor del perfil inflamatorio se ha demostrado en multiples modelos, incluido en
células de trofoblasto extravelloso del primer trimestre (Han et al., 2015; Heim et al., 2018).
Adicionalmente, se conté con los controles de LPS y LTA como estimulos inflamatorios
ampliamente usados para promover la respuesta inflamatoria aguda (Flores-Espinosa et al.,
2017; Olmos-Ortiz et al., 2019; Zavan et al., 2016; Zhou et al., 2017). En ambos casos, el
aumento de IL6 e IL8 fue mucho mayor que el observado por la alta glucosa. Esto tiene
sentido, considerando que el LPS y el LTA son endotoxinas bacterianas que estimulan la
cascada de sefializacion de NFkB y generan un estimulo agudo de manera experimental.
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Aunque de menor grado, la inflamacion placentaria inducida por la hiperglucemia también
conlleva a repercusiones adversas tanto para el embarazo como para el feto, a corto y largo
plazo, pudiendo generar DMT2 en un futuro tanto en la madre como en el feto (Khambule &
George, 2019; Tchirikov et al., 2018).

Inesperadamente, la infeccion por C. albicans resultdé en una menor y significativa sintesis de
IL6 e IL8 en comparacion con los explantes no infectados. Esta diferencia fue inesperada
porque usualmente la infeccién por agentes bacterianos resulta en un marcado estimulo de
la respuesta inflamatoria, caracterizado por una mayor produccion de mdultiples citocinas
como TNF-a, IL6, IL8, IL1b, IFN-y (D’Anna et al., 2021; Patricio et al., 2019; Pearson &
Hartland, 2014). Sin embargo, en el caso de la infeccién por hongos, la respuesta inflamatoria
muestra resultados contradictorios. Parece que C. albicans puede inducir tanto respuestas
pro- como anti-inflamatorias dependiendo del modelo de estudio. Por ejemplo, con la linea
celular de macréfagos transformado aislada de la ASCITIS de ratones infectados con el virus
de leucemia murina de Abelsone coinfeccion con Bacillus subtilis R0179, C. albicans aumento
los niveles de citocinas IL6, TNF-a, IL12, TNF-a e IL10 (Weiwei et al., 2021). O en un modelo
de candidiasis cutaneo con piel 3D hubo un aumento a las 2h de infeccion de TNF e IL1b
(Kitisin et al., 2020). En el caso particular de la placenta, la respuesta que se observa es de
tipo antiinflamatorio, con una menor produccién de IL6 e IL8. Es posible que la atenuacion del
ambiente inflamatorio sea una estrategia de este hongo para permitir su co-existencia con el
tejido hospedero durante largos periodos sin activar las sefiales de alarma inmunolégicas
(como la produccion de citocinas inflamatorias). Para reforzar esta idea, no pudimos detectar
la concentracién de TNF-a ni de IL1b en el medio de cultivo de los explantes infectados con
Candida, lo que habla de que no hubo una estimulacién detectable. Este comportamiento es
totalmente opuesto al observado por la infeccién con E. coli o Streptococcus agalactiae en el
cultivo de explantes placentarios, de acuerdo con nuestro propio grupo de laboratorio
(Rodrigo-Jiménez, et al., 2023).

Adicionalmente, se ha reportado que C. albicans desarrollé diferentes mecanismos para
poder evadir las respuestas inmunitarias, desde el ya mencionado cambio morfolégico, hasta
evadir el reconocimiento por los PRR y generar efectos opuestos en forma de hifa y forma de
levadura (Richardson & Moyes, 2015). En conjunto, estas evidencias pueden ayudar a
explicar la baja respuesta antigénica inflamatoria al estar presente la forma hifal en presencia
de infeccion.

En la madre, las células epiteliales de la vagina representan la primera linea de defensa y de
respuesta inmune innata para atacar la candidiasis. Se trata de un comensalismo
asintomatico no inflamatorio que evita el dafio tisular (Lilly et al., 2010; Nomanbhoy et al.,
2002; Yano et al., 2018). Al hacer uso de este mecanismo de proteccion, se evita una
respuesta inflamatoria exacerbada y se disminuye el riesgo de posible dafio en el desarrollo
neuroldgico del feto (Song et al., 2020; Zhang et al., 2018).

Finalmente, en cuanto a la produccion de beta defensinas, se observé una tendencia
interesante que no llegd a ser estadisticamente significativa. Estos péptidos forman parte de
los mecanismos de defensa innata y tienen propiedades microbicidas, por lo que son Utiles
para limitar los procesos infecciosos (Yarbrough et al., 2015). Se puede apreciar un discreto
estimulo en la produccién de estos péptidos en respuesta a la infeccion por C. albicans,
siendo HBD3 el Unico péptido que muestra una induccidn significativa. Sin embargo, la
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hiperglucemia e infeccién parece mostrar una menor produccion de HBDs. Por lo tanto, ante
una condicion de hiperglucemia, los péptidos encargados de contrarrestar una infeccion se
encuentran disminuidos, comprometiendo la defensa innata del tejido placentario, tal como
puede ocurrir en las pacientes con DMG. Este mecanismo ayudaria a explicar, de manera
adicional, porqué las pacientes con DMG son mas susceptibles al desarrollo de
corioamnionitis e infecciones por C. albicans y comprometer la inmunidad de la placenta. El
tratamiento con insulina y con metformina no fue efectivo para modular la produccion de IL6,
IL8 ni de las cuatro beta defensinas estudiadas.

Como perspectiva a futuro seria necesario seguir investigando diferentes citocinas,
quimiocinas y péptidos no analizados en esta tesis en diferentes condiciones a las utilizadas.
Como por ejemplo aumentar el tiempo de infeccién para dar mas tiempo al explante a
combatir la infeccién, diferenciar entre su produccién y secrecién en el medio, combinar los
grupos de tratamiento, hacer una coinfeccion, etc. Esto nos ayudara a tener una perspectiva
mas amplia para mejorar la salud perinatal y limitar las comorbilidades infecciosas en las
mujeres con DMG.
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VIIl. Conclusion

En esta tesis, el modelo de explantes placentarios in vitro fungié como herramienta para
emular las condiciones de hiperglucemia de la DMG en el embarazo, asi como para explorar
procesos infecciosos y de respuesta inflamatoria ante estas condiciones. Se muestra como
la hiperglucemia aumenta la produccién de citocinas inflamatorias y reduce la concentracion
de beta defensinas. De igual manera se evidencia cdmo ante estas condiciones se ve
aumentado el crecimiento C. albicans. La presencia de la forma de levadura e infiltracién de
hifas en los tejidos placentarios denota la invasividad de este hongo llegando a colonizar el
espacio intervelloso, capilares y eventualmente al feto. También se muestra la complejidad
de la infeccién de C. albicans gracias a su capacidad de poder cambiar su morfologia ante
diversos estimulos como a altas concentraciones de estrégenos y concentraciones elevadas
de glucosa caracteristicas de la DMG. Se obtienen resultados inesperados al generar una
secrecion a la baja de citocinas pro inflamatorias, contrario a lo reportado cominmente en las
infecciones bacterianas. Esta respuesta puede ser un mecanismo de evasion del sistema
inmune del hospedero por parte de este hongo dimoérfico. En cuanto al tratamiento
farmacologico, el uso de metformina fortalecio la defensa placentaria al limitar la infeccion en
la barrera sinciciotrofoblastica, disminuir la diferenciacion hifal y evitar la infiltracion a capas
internas de la placenta.
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ANEXOS

Anexo 1. Documento de consentimiento informado

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Nombre del estudio: EFECTO DE LA INSULINAY LA METFORMINA SOBRE LA
INFLAMACION E INMUNIDAD INNATA EN TEJIDOS DE LA INTERFASE
MATERNO-FETAL EN UN MODELO DE DIABETES MELLITUS GESTACIONAL

Ciudad de México a de del 20

No. de Expediente: Codificacion:

Justificacion y objetivo del estudio. Estimada sefiora, la estamos invitando a participar en
este estudio cuyo objetivo es evaluar el efecto de la insulina y la metformina sobre el perfil
inflamatorio y la inmunidad innata en los tejidos de la interfase materno-fetal en un modelo in
vitro de hiperglucemia que semeje el ambiente de la DMG. Tomando en cuenta que usted es
una paciente sana y su embarazo no tuvo ninguna complicacion importante, consideramos muy
valiosa su participacién en este estudio.

Es muy importante aclarar que su participacion en este estudio es completamente
voluntaria. Por favor lea toda la informacion que le proporcionamos y haga todas las preguntas
que desee antes de decidir si participa o no en el estudio.

Procedimientos: Para la realizacion de este estudio, no se tendra contacto fisico directo ni
con usted ni con su bebé sino Unicamente con la placenta después del alumbramiento. Tanto
la placenta como las membranas corioamnidticas se colocaran en un recipiente de acero
inoxidable estéril. Se podra tomar una muestra de sangre de la vena de cordén umbilical (25 —
35 mL), una vez expulsada la placenta. Todo el material punzocortante se colocaréa en el bote
de desechos correspondiente.

Posibles riesgos y molestias: Es importante aclarar que los tejidos seran utilizados
exclusivamente para los fines que fueron sefialados. Es obligacion del personal que participa
en este proyecto aclarar todas las dudas presentes e informarle que la donacion de estos tejidos
implica un riesgo minimo y no se asocia a ninguna molestia fisica.

Posibles beneficios que recibira al participar en el estudio: Su participacion no generara
ningun gasto extra ni obligacién alguna, asi como tampoco recibira nada a cambio de la
donacion.

Informacion sobre resultados y alternativas de tratamiento: Los datos obtenidos en este
estudio no tienen ninguna utilidad clinica para usted, por lo que no tendra acceso a ninguno de
los resultados generados.

Participacion o retiro: En el caso de que lo considere conveniente, usted puede negar su
participacién en el estudio. Ademas, si usted acepta participar puede retirar su consentimiento
y abandonar el estudio en cualquier momento que lo desee sin que ello afecte la atencion que
recibe en este Hospital.



Privacidad y confidencialidad: Todos sus datos personales y clinicos seran manejados y
resguardados de manera confidencial y ninguno de sus datos aparecera en presentaciones o
publicaciones que deriven de este estudio.

No autorizo a que se tome la muestra
Si autorizo que se tome la muestra solo para este estudio

Beneficios al término del estudio: La informacion y resultados derivados de este estudio
derivara unicamente en productividad de orden cientifico, usted no tendra o recibira ningun tipo
de beneficio por su participacion en el estudio.

También nos permitimos informarle que toda la informacién y resultados generados en este
proyecto no tendran ningun uso de tipo comercial.

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podra dirigirse a la
Investigadora responsable del proyecto:

Dra. Andrea Guadalupe Olmos Ortiz. Tel: 55209900 Ext. 478. Correo electrénico:
nut.aolmos@gmail.com

Nombre y firma de la paciente Nombre y firma de quien obtiene el consentimiento

Nombre y firma del Testigo 1 Nombre y firma del Testigo 2
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Anexo 2. Aprobacién de extension de tiempo del proyecto de “Evaluacién del
efecto de la insulina y metformina sobre el perfil inflamatorio y la inmunidad
innata de la placenta humana en un modelo in vitro de diabetes mellitus
gestacional.”

Fecha de la Solicitud:

Proyecto:

Status del Protocolo al
momento de la
solicitud:

Status de la Solicitud:

Fecha de Aceptacion de
Solicitud:

Titulo del proyecto:

Namero de Registro de
Proyecto:

Tipo de Solicitud:

Fecha Fin de
Suspension:

Motivo:

13.0ct.22 - 12:25

P Protocolo de investigacion
Nimero de registro de Proyecto: 2018-1-152

Titulo descriptivo del Proyecto. EVALUACION DEL EFECTO DE LA INSULINA Y LA METFORMINA SOBRE EL PERFIL INFLAMATORIO Y LA INMUNIDAD INNATA DE LA PLACENTA HUMANA EN UN MODELO
IN VITRO DE DIABETES MELLITUS GESTACIONAL

Aprobado

Aceptado
1.Nov.22

EVALUACION DEL EFECTO DE LA INSULINA Y LA METFORMINA SOBRE EL PERFIL INFLAMATORIO Y LA INMUNIDAD INNATA DE LA PLACENTA HUMANA EN UN MODELO IN VITRO DE DIABETES
MELLITUS GESTACIONAL

2018-1-152

Extension de Tiempo

El desarrollo de este proyecto ha podido proseguir con buenas circunstancias, contando con un avance técnico del 90%. Los productos generados hasta ahora incluyen: la titulacién de dos alumnos
de licenciatura por tesis, la direccion de dos alumnos en su proyecto terminal de licenciatura, la presentacion de 3 pésters en dos congresos Nacionales y un articulo de revision publicado en revista
con FI6.208 (https://doi.org/10.3390/ijms22158087). Cabe sefialar que en todos estos productos (tesis, posters y articulo) se dio reconocimiento al INPer por el apoyo y el presupuesto otorgado.
Ademds, en este momento se encuentran en proceso dos tesis mds de maestria y dos de licenciatura, asi como la parte final de redaccion del articulo original que se someterd a la brevedad en un
volumen especial de la revista International Journal of Molecular Sciences (Fl 6.208).

Por lo tanto, solicito al Comité de Investigacion Institucional una extensién de 12 meses en el proyecto 2018-1-152, exclusivamente para poder finalizar con los Gltimos experimentos correspondientes
con la etapa 3 del proyecto. De esta forma, se pretende poder continuar con la recoleccion de muestras bioldgicas para poder concluir con los objetivos especificos “d" y “e” del proyecto,
relacionados con la migracion y caracterizacion fenotipica de PBMCs en nuestro modelo de estudio. Cabe sefialar que todos los demds objetivos especificos del proyecto (a-c, f-h) ya fueron
desarrollados en su totalidad.

Por supuesto, en caso de terminar antes del periodo de un afio con estos experimentos finales, yo me comprometo a cerrar el proyecto y presentar el informe técnico final y entregar oportunamente
los productos comprometidos.
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Protocole Original Extensién

Fecha Inicio: 01.Nov.18
Fecha Terminacion: 30.0ct.22

Tiempo de Terminacién

47 M
en Meses : eses
MNueva Propuesta Extension
Fecha Inicio : 01.Nov.18
Nueva Fecha o, . 23
Terminacion:
Adecuaciones: 12 Meses
Tiempo nuevo estimado: 60 Meses
Protocole Original Presupuesto
Presupuesto Autorizado: $ 555,000.00 MXN
Presupuesto Ejercido: $552,865.51 MXN

Atentamente

Nombre del

. " AMDREA GUADALUPE OLMOS ORTIZ
investigador:

Vo. Bo. Jefe Superior

. " ADDY CECILIA HELGUERA REPETTO
inmediato:

Correo de Aviso: nut.aclmos@gmail.com

DRA. ANDREA GUADALUPE OLMOS ORTIZ

ICM "C*

ADSCRITA AL DEPARTAMENTO DE INMUNOBIOQUIMICA
Observaciones a la

Solicitud: ME PERMITO INFORMARLE LA DECISION TOMADA EN EL PLENO DEL COMITE DE INVESTIGACION EN SU SESION DEL 25 DE OCTUBRE D

EL PROYECTO: "EVALUACION DEL EFECTO DE LA INSULINA Y LA METFORMINA SOBRE EL PERFIL INFLAMATORIO ¥ LA INMUNIDAD INN,
DE DIABETES MELLITUS GESTACIONAL" CON NO. DE REG. 2018-1-152

DICTAMEN: SE APRUEBA LA EXTENSION DE TIEMPO PARA 01 DE NOVIEMBRE DE 2023
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