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5 RESUMEN

El factor transcripcional NF-kB, es un factor nuclear involucrado en el inicio del
trabajo de parto al final del embarazo. Debido a esto el NF-«B debe ser un elemento
altamente regulado. Durante el embarazo se sugiere que la activaciéon temprana de
este factor puede tener un efecto patologico induciendo el término prematuro del
embarazo, lo que puede resultar en problemas para la madre e incluso la pérdida del
producto. El mecanismo central de regulaciéon del NF-kB depende de inhibidores
citoplasmaticos clasicos, los IkBs. Sin embargo, durante los udltimos afios, se han
identificado IkBs que actuan regulando al NF-«B en el nicleo posterior a la liberacion
de este factor transcripcional por parte de los IkBs citoplasmaticos. La molécula
IkBNS, forma parte de estos reguladores no clasicos del NF-kB y se ha establecido que
un ambiente anti-inflamatorio promueve la expresion de este regulador. En este
trabajo demostramos que en cultivos primarios de membrana corioamniotica de rata
(CPMCAr) el RNAm, del regulador IkBNS se expresa basalmente. También
encontramos que en CPMCAr estimulados con LPS las se inhibe la expresion del
regulador IkBNS y paralelamente se induce la expresion de la IL-6 como indicador de
la activacion del NF-kB. En contraste, en estas mismas células, bajo un ambiente anti-
inflamatorio otorgado por la IL-10y en presencia de LPS, se induce la expresion del
IkBNS y se inhibe la expresion de la IL-6. Nuestros resultados sugieren que los
reguladores nucleares del NF-kB como el [kBNS pueden estar regulando la producciéon
de citocinas del tipo Th-1 durante el desarrollo del feto, periodo en el que se requiere

de un perfil anti-inflamatorio.

viii



6 ABSTRACT

The transcription factor NF-«B is a nuclear factor involved in the onset of labor
in late pregnancy. Because of this, NF-xB should be a highly regulated molecule.
During pregnancy it is suggested that early activation of this transcription factor may
produce pathological effects by inducing the premature end of pregnancy, or even the
loss of the fetus. Classically, the central mechanism of NF-«B regulation depends on
cytoplasmic inhibitors, the IkBs. However, in recent years, they have been identified
new IxBs that act regulating NF-«B into the nucleus after transcriptional factor release
from cytoplasmic IkBs. [kBNS is one of these non-classical NF-xB regulators and it has
been established that an anti-inflammatory environment promotes the expression of
this regulator. In this work, using real-time PCR, we show that IkBNS can be expressed
by fibroblasts cells from fetal membranes of pregnant female rats used as a study
model. We also found that under a pro-inflammatory profile in rat amniochorion
primary cultures cells (RACPC) is inhibited the expression of IkBNS regulator, and at
the same time the expression of IL-6 is induced as a product of NF-xB activation
against LPS challenge. In contrast, under an anti-inflammatory profile mediated by IL-
10 and in the presence of LPS, RACPC induced the expression of IkBNS and inhibited
the expression of IL-6. These findings suggest that nuclear regulators, such as IkBNS,
may be regulating Th-1 type cytokine production during fetal development, period

that requires an anti-inflammatory profile.



7 INTRODUCCION

7.1 El embarazo

El embarazo se define como el intervalo de tiempo que transcurre desde la
implantaciéon del ovocito fertilizado en la pared del utero de la madre hasta el
alumbramiento, con una duraciéon normal de 40 semanas en el humano y de 20 dias en

el ratonl.

7.2 Implantacion

Una vez llevada a cabo la fertilizacién del 6vulo en las trompas de Falopio y en
el curso de los siguientes 4 dias, el zigoto en desarrollo se desplaza hacia el dtero para
dar comienzo al proceso de remodelacion de éste tejido e iniciar asi la implantacion.
Una vez finalizado el proceso de fertilizaciéon en el oviducto, el zigoto formado sufre
una serie de divisiones celulares dentro de la zona pelicida que lo rodea. Esta serie de
divisiones mitdticas, denominada clivaje, divide el gran volumen citoplasmatico del
zigoto en varias células mas pequefias, los blastomeros, para formar una masa de
células totipotenciales, la moérula. En algdn momento, entre la fase de 8 células y la
fase de 16 células, la superficie de la mérula se vuelve mas lisa y mas esférica. Esto es
debido a que las células incrementan el nimero de uniones estrechas y quedan mas
compactas, estableciéndose uniones herméticas entre las células externas que sellan
el interior de la morula con respecto al medio exterior. Poco después, los espacios
intercelulares internos aumentan de tamafio generando una cavidad central llena de
liquido, el blastocele. En este momento se dice que la moérula se ha transformado en

blastocisto 2 (Figura 1).
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Figura 1. Desarrollo embrionario pre-implantacion. Después de la fertilizacion en el
oviducto, el embrion lleva a cabo diferentes rondas de mitosis para finalmente formar una
esfera de células llamada moérula. En el estadio de moérula tardio, el embrion se dirige al lumen
uterino y se transforma a blastocisto, el cual ahora contiene una cavidad denominada como
blastocele, con dos poblaciones celulares distintas, la masa de células internas y el
trofoectodermo (las progenitoras de las células del trofoblasto). Antes de la implantacion, el
blastocisto escapa de su escudo externo (la zona pelucida) y se diferencia para producir tipos
celulares adicionales, el epiblasto y el endodermo primitivo. En este estadio el trofoectodermo
invade al utero para dar inicio al proceso de implantacion 3.

El ovocito fertilizado se encuentra listo para implantarse cuando ha alcanzado
al estadio de blastocisto, el primer estadio de diferenciacién en el cual es posible
detectar células de la masa celular interna (MCI) y una mono-capa de células
epiteliales, continua e impermeable, que rodea y recubre al blastocisto y a la MCI
llamada trofoectodermo. El embrién propiamente dicho deriva de la MCI que crece y

comienza a diferenciarse dando origen a todas las capas celulares embrionarias



(ectodermo, mesodermo y endodermo), mientras que el trofoectodermo da origen a
las células del trofoblasto las cuales formaran la placenta, la membrana
corioamniotica y a las células mesenquimales que se ubican justo por debajo de las

células de trofoblasto (Figura 2) 4.

Troroectodermo

Blastocisto

Epiteliio uterino

Figura 2. Blastocisto. El blastocisto se caracteriza por poseer una cavidad (blastocele) con dos
poblaciones celulares, la masa celular interna y el trofoectodermo, el cual es el progenitor de las
células del trofoblasto*.

Durante la implantacion, las células derivadas del feto (trofoblasto) invaden el
endometrio materno e inducen el remodelamiento de las arterias espirales
endometriales a vasos de baja resistencia no contractiles. Esta invasion tiene tres
consecuencias. La primera, el feto gana acceso directo hacia el flujo de sangre arterial
materno. Por esta razéon la madre no puede reducir la cantidad de nutrientes que
alcanzan la placenta sin reducir el suplemento de nutrientes a su propio tejido. La
segunda, el volumen de sangre que alcanza la placenta se torna completamente

independiente del control por parte de la vasculatura materna. Y tercero la placenta es



capaz de liberar hormonas, citocinas y otras substancias directamente a circulacion

materna °.

Paralelamente a la implantacién, y para proteger a la madre del ataque del
trofoblasto invasor que migra hacia las arterias espirales uterinas, las células
estromales del endometrio sufren una transformacién hacia una densa matriz celular,
conocida como decidua é. La decidua obstruye el movimiento del trofoblasto mediante
la formacién de una barrera fisica a la penetracion celular y mediante la produccion
activa local de un ambiente de citocinas que promueve el ataque del trofoblasto
preferentemente a la invasién 7. En este punto ya se ha dado fin al proceso de
implantacién y se da comienzo al desarrollo de las membranas fetales, éstas cubriran
y mantendran aislado al feto de la interaccién directa con los tejidos de la madre

durante todo el embarazo.

7.3 Placentacion

En la cara fetal de la interface materno-fetal, posterior a la implantacién, las
células del trofoblasto derivadas de la capa mas externa del trofoectodermo del
blastocisto inician el proceso de placentacion el cual dara origen a las capas celulares
externas de la placenta que comprenden el amnios y el corion. Estas células rodean y
encierran al feto durante el embarazo e interactian directamente con los elementos
del sistema inmune de la madre. Las células del trofoblasto se clasifican de acuerdo a
su localizacion anatomica, al tipo de diferenciaciéon y al papel que toman en la

induccion de la tolerancia en el Gtero durante el embarazo 3.



El villi de la placenta, alberga dos subpoblaciones: células de citotrofoblasto
velloso (VCTB) y de sincicio trofoblasto (sTB). Las vCTB son las células precursoras
que surgen con el sincicio cuando el feto en crecimiento requiere extension de su
alojamiento y soporte nutricional para la placenta. El sTB es una mono-capa celular,
que produce hormonas criticas para el desarrollo del embarazo, como Ia
progesterona, y es responsable del transporte bidireccional de nutrientes de la madre
al feto y de la remocion de los desechos fetales. En el villi, el cual se encuentra
constituido por células mesenquimales, se pueden encontrar también macro6fagos,
llamados células de Hofbauer, fibroblastos y células indiferenciadas, las cuales
finalmente se vuelven fuente de células endoteliales para el desarrollo de la
vasculatura de la placenta y son generadas a partir de la MCI del embrion. Una tercera
subpoblacién de células de trofoblasto nombradas como células del citotrofoblasto
extravilico (xvCTB) invaden la decidua, son generadas a partir de las células vCTB que
proliferan hacia la decidualizacién. En el proceso del embarazo estas células xvCTB
forman el amnios y el corion. La membrana amniética, comprende una sola capa de
células epiteliales principalmente, es un fuerte saco que mantiene al feto suspendido
en el fluido amnidtico. El amnion se encuentra separado de la membrana coriénica
mediante tejido conectivo. El corion permanece en proximidad inmediata a la decidua
materna (Figura 3) #8. El desarrollo correcto de la placenta, las membranas fetales y
sus componentes (figura 4) asi como la interaccion entre los tejidos materno-fetales
es crucial en el desarrollo del embrién, ya que su disefio como bio-contenedor,
permitira llevar a buen término la gestacion del nuevo individuo, fungiendo como

canal para su alimentacidn y filtro de sus desechos. La tolerancia al crecimiento de un



agente extrafio dentro del dtero de la madre, el cual puede ser considerado como un
agente parasitario que utiliza el cuerpo de ésta en beneficio Uinico de su desarrollo,
hoy en dia representa ain un gran reto para la inmunologia, ya que el feto
“parasitante” no es rechazado por la madre durante un embarazo normal, como

sucede en el transplante de 6rganos o tejidos alogénicos.

Amnios
Tejido consctivo
Membrana basal
Corion

Decid

Figura 3. Esquema del embridon/feto humano contenido en el itero materno. En el utero
el embrion/feto se encuentra completamente rodeado y protegido por un escudo de células
de trofoblasto presentes en la placenta y en la membrana coriamnidtica (en rojo). Las células
vCTB en el villi placentario sirven como progenitoras para la diferenciacion de todas las
subpoblaciones de células de trofoblasto, incluyendo la capa de sTB, la cual se mantiene
continuamente expuesta a la sangre materna y a células xvCTB que migran hacia el
endometrio uterino modificado, denominado como decidua (arriba a la derecha). Las células
de CTB proliferan y migran hacia la decidua (cabeza de flecha), llevan a cabo el ataque al villi
de la madre y facilitan los eventos fisiologicos criticos que se requieren para el desarrollo y
buen término del embarazo. Los insertos en la figura son microfotografias de preparaciones
de H y E de placenta de cinco semanas de gestacion (Arriba a la derecha) y de membrana
corioamnio6tica (abajo ala derecha) al término del embarazo *.
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. Canal cervical
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Figura 4. Esquema de los tejidos materno-fetales completamente formados. En la figura se muestra la distribucién de los tejidos
materno-fetales post placentacion. A pesar de la estrecha interaccion entre los tejidos de la madre y el producto, genéticamente diferentes,
el embarazo llega a término sin que ocurra rechazo inmunoldgico °.



7.4 Anatomia de las membranas fetales
Las membranas fetales se desarrollan a partir del tejido extra embrionario y
estd constituida de componentes fetales (la placa coriénica y amnidtica) y de

componentes maternos (la decidua). Los componentes fetales se encargan de separar

al feto de la madre.

Fluido amnidtico c Composicion de la
o Matriz extracelular
Amnion
- - Epitelio
e o B : =
— g Colégeno tipo lll, IV, V; laminina,
~ -_— —-A —

WMombrana basal fibronectina, nidogeno

Capa compacta Colégeno tipo |, lll, V y VI,
fibronectina

Capa de fibroblastos Colégeno tlpo I, i y VI, ﬂidogeno,
laminina, fibronectina

Colageno tipo I, lll, V y VI;

Sana eamedia proteoglicanos

Corion

Capa reticular Colégen? tipo I, I, IV, Vy VI;
proteoglicanos

Colageno tipo IV; fibronectina,

Membrana Basal o3
laminina

f 3048
o To e .
/‘\ — ‘I U 2%

Trofoblastos

-

Decidua materna

Figura 5. Representacion esquematica de la membrana fetal a término. En la figura se

pueden observar los componentes de cada una de las capas de la membrana corioamniética.
Modificado de 1011,



La membrana amniocoriénica o coriamniética forma los limites externos del
saco que envuelve al feto, mientras que la capa interna del saco la constituye la
membrana amniotica (MA). La MA esta constituida de una mono-capa epitelial, una
delgada membrana basal y de estroma vascular (Figura 5). La MA no contiene nervios
ni vasos sanguineos; debido a esto los nutrientes que requiere son obtenidos
directamente por difusion del fluido amniético y/o de la decidua subyacente. La
membrana basal es una de las membranas mas delgadas que se pueden encontrar en
todos los tejidos humanos. Los nutrientes de los que se provee al feto por la
membrana basal a través de los periodos de gestacion, ayudan al mantenimiento de la
integridad estructural de las membranas. La capa compacta de la matriz adyacente a
la membrana basal forma el esqueleto fibroso principal de la AM. Los colagenos de la
capa compacta son secretados por células mesenquimales situadas en la capa de
fibroblastos. Los colagenos intersticiales (tipos I y IlII) predominan y forman haces
paralelos, los cuales mantienen la integridad mecanica de la MA. Los colagenos tipo V
y VI forman conexiones filamentosas entre la colagena intersticial y la membrana
basal del epitelio. La capa intermedia o zona esponjosa de la matriz estromal, se sitda
adyacente a la membrana coridnica. Su contenido abundante de proteoglicanos y
glicoproteinas produce una apariencia esponjosa en preparaciones histoldgicas,
ademas de que contiene una red no fibrilar formada predominantemente de colageno
tipo III. La capa esponjosa se encuentra pobremente conectada a la membrana
corionica, lo que permite facilmente separar a la MA del corion mediante una

diseccion simple 12,



7.5 Inmunidad en el embarazo

La primera pregunta que surge al reflexionar sobre el embarazo desde el
punto de vista inmunolégico es ;por qué el feto sobrevive dentro del Utero de la
madre a pesar de ser un agente extrano? Desafortunadamente, hoy en dia esta
incognita no ha podido ser completamente resuelta; sin embargo, una gran cantidad
de avances se han efectuado en el area y hoy es claro que el feto sobrevive como

consecuencia de una interaccion cooperativa entre el feto y la madre 13.

7.5.1 Hipotesis y mecanismos involucrados en la tolerancia materno-fetal

Desde que en 1953, el bidlogo Britanico Peter Brian Medawar (Premio nobel de
fisiologia y medicina en 1960) por primera vez introdujera a discusion la extrafia
paradoja que se presentaba en la inmunologia del embarazo, en donde bajo
condiciones normales el feto no desencadena reacciéon alguna de las defensas
inmunitarias de la madre siendo un cuerpo antigénicamente extrafio 14, se ha
generado un vasto campo de investigacion en la inmunologia de la gestacion.
Medawar postuld tres teorias para tratar de explicar el fenémeno de tolerancia

inmunolégica materna:

e La placenta funciona como una barrera fisica entre los tejidos de la madre y el feto;
e Existe inmadurez antigénica por parte del tejido fetal;

e Existe tolerancia inmunolégica por parte de la madre 15.

De acuerdo con una las teorias de Medawar, las células del trofoblasto en
placenta han sido identificadas como una barrera entre la madre y el feto 16, ademas

se ha establecido que la reacciéon inmunolégica no puede ser inducida ya que este
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tejido carece de la expresién de moléculas aloantigénicas pertenecientes al complejo
principal de histocompatibilidad (MHC) de clase I y clase II altamente polimoérficas??,
pero se ha demostrado la expresion de moléculas del MHC tipo I, preferencialmente

de tipo no polimoérfico 1819,

Actualmente, se ha establecido que existe una interacciéon dindmica entre la
madre y el feto, en la cual elementos inmunolégicos como los linfocitos tanto

maternos como fetales pueden circular a través de ambos 2021,

Para complicar aiin mas las cosas, se ha demostrado que el producto puede ser
rechazado como un alo-injerto removiéndolo de su lugar original y trasplantandolo al
tejido muscular o al rifién de la madre en modelos murinos, esto resalta la capacidad
del producto de expresar antigenos del MHC paternos y elimina la hipdtesis que
sugeria que los tejidos fetales como la placenta, el corion y el amnios podrian fungir
como tejidos inmunoprivilegiados como si lo hacen la cérnea, los ovarios o los

testiculos 22.

Otros estudios han propuesto que las células de trofoblasto son capaces de
inducir apoptosis en linfocitos tipo Th-1 maternos, mediante la produccion del ligando
de Fas (FasL) en la interface materno-fetal con el objetivo de proteger al feto de ser
rechazado por la madre 23. Adicionalmente se ha observado que en ratones carentes
de FasL funcional, con una mutacién asociada a la enfermedad linfoproliferativa
generalizada, se encuentran extensos infiltrados de leucocitos y muerte celular en la

interface materno-fetal, en comparacién con ratones normales 24,
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Recientemente han sido introducidos en el campo de la reproduccién
diferentes mecanismos novedosos relacionados con proteccién en el proceso de la
gestacion; por una parte se encuentra la actividad del complejo de la Hemo-oxigenasa
(HO), se ha destacado el papel de las células T reguladoras (Tregs) y la funcion de la

familia de moléculas denominadas como galectinas.

La enzima HO es responsable de la degradaciéon del grupo hemo de la
hemoglobulina para la produccién de bilirrubina. Diversos estudios proponen que la
enzima HO promueve la tolerancia de aloinjertos en el ratén 2526, La sub-expresion de
las dos isoformas de HO (HO-1 y HO-2) en la interface del producto y la madre en
modelos de ratén, llevan a la terminacién del embarazo mediada por células Th-1
comparada con ratones prefiados normales, lo que ha sugerido que esta enzima
presenta un efecto protector en el desarrollo del embarazo murino 27. Extrapolando
estos hallazgos, en humanos se ha reportado unas reducciones significativas de la
expresion tanto de HO-1 como de HO-2 en muestras de placenta de pacientes con
complicaciones en el embarazo, comparadas con muestras de mujeres con un

embarazo normal 28.

Por otra parte, las células Treg CD4*CD25* inducen privilegio inmune local,
permitiendo la aceptacion del injerto 2°. En modelos murinos en los que se ha
disminuido el nimero de células reguladoras se ha observado el aumento en la
incidencia de abortos comparado con embarazos normales 3031; y mas aun, durante el
proceso de gestacién de humanos se han asociado altos niveles de células Treg

circulantes con la culminacién satisfactoria del embarazo 32.
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Finalmente se ha propuesto otro mecanismo que podria explicar el fenotipo
Th-2 predominante durante el desarrollo del feto, en el cual se involucra a las
denominadas galectinas, las cuales son proteinas que principalmente reconocen a
carbohidratos como ligandos. Se ha demostrado que pueden inducir apoptosis en
células de tipo Th-1 debido al patréon de glicidos que estas células presentan en su

membrana, con lo que se favorece la prevalencia de las células Th-2 y Treg 33-38,

Debido a que todos los mecanismos mencionados anteriormente tienen como
efectores finales a las citocinas que se producen, uno de los puntos clave en la
investigacion relacionada con la gestacion se encuentra representado por el papel de
las citocinas pro-inflamatorias (Th-1 como TNF-a o IFN-y) y las citocinas anti-
inflamatorias (Th-2/Th-3, como IL-10 y TGF-beta) en la determinacién de un aborto o

de un embarazo satisfactorio.

Diferentes estudios suponen que la relacién de citocinas Th-1/Th-2 puede no
ser necesariamente la explicacién global del proceso, pero es una buena simplificacion
de éste. En el raton, la produccién de citocinas del tipo Th-1 en sitios de localizacién
del injerto, han demostrado ser esenciales para el proceso de implantacién, mientras
que durante el desarrollo del feto se asocia con una respuesta de inflamacion
sistémica patoldgica que puede desencadenar en la pérdida de los productos fetales.
En general se acepta que los cambios locales en el balance de los perfiles de citocinas
Th-1/Th-2 ocurren durante el embarazo en el dtero materno y en la interface
fetomaternal, lo que contribuye a la implantacion, al desarrollo de la placenta y a la

supervivencia fetal. 3°.
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En general todos los mecanismos que han evolucionado con el fin de proteger y
permitir el desarrollo del feto semialogénico son tanto diversos como complejos y no
obstante muchos de ellos se traslapan entre si. La Tabla 1 enlista los factores
especificos para los cuales existe evidencia de que su accién en la proteccién del feto
frente al sistema inmune en el embarazo es critico para el desarrollo y buen término

de éste.

Tabla 1. Mecanismos de tolerancia en la interface materno-fetal.

Tipo de proteccion Genes/Proteinas Referencia
Anticuerpos/Complemento CD46, DAF, CD59 40
Baja proliferacion Linfocitaria Progesterona 41
Supresores de la generacion de linfocitos IL-10, TGF-B 4
Regulacion de genes HLA HLA-G, HLA-E 42
FasL 43

Prevencion de ataque por células T

TNF 44

7.5.2 Resultado del embarazo, fallo o éxito: el paradigma Th-1/Th-2

Durante el embarazo la fuente de citocinas esta representada por las citocinas
que son secretadas por el epitelio y estroma decidual (tejidos maternos), el cito y
sincicio trofoblasto, las células Natural Killers uterinas (uNKs), el corion y el amnios
(tejidos fetales) 4547, Se ha sugerido que las citocinas originadas de estos tejidos llevan

a cabo la induccién de la tolerancia materna del feto, regula la inmunidad local en
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contra de factores infectivos, regula la produccién hormonal de la placenta y el

remodelamiento de los tejidos durante la invasion del trofoblasto 4148,

Un balance apropiado de citocinas en la interface materno-fetal, durante los
diferentes estadios de la gestacidon, se asocian fundamentalmente a la evasién del
rechazo del feto 4959, En este sentido se ha propuesto que el tipo de respuesta puede
ser asociada con el éxito o fallo del embarazo y se ha denominado como el “paradigma
Th-1/Th-2". En este paradigma, se considera que una respuesta tipo Th-2, lleva el
embarazo al éxito, mientras que una respuesta Th-1 puede no permitir la
supervivencia del feto 48. Una vez llegado a término el desarrollo del feto, se sugiere
un papel positivo en el cambio o “switch” del tipo de respuesta inmunoldgica, ya que
la inyeccidn de citocinas del tipo Th-1 durante el embarazo normal de ratones hembra
prefadas llevaba a la culminacién del embarazo causando abortos en los ratones,
mientras que la produccion de IL-10 es baja en ratones propensos al aborto 5. Asi
entonces se acepta generalmente que durante el embarazo ocurren cambios locales
en el balance de perfiles citocinas Th1/Th-2 tanto en el utero materno como en la
interface materno-fetal, lo que contribuye a la implantacién, desarrollo de la placenta

y supervivencia del feto e inmunidad.

7.5.3 Actividad Th-1 durante el embarazo

Las citocinas Th-1, dafiinas durante la gestacion, son necesarias en los estadios
tempranos y finales del embarazo. Como ya se ha abordado, la implantacién por si
misma es totalmente dependiente de la presencia de citocinas pro-inflamatorias como

IL-1, TNF-a e IFN-y, asi como del factor inhibitorio de leucemia (LIF), la cual se sobre
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expresa en ratones en el dia 4 del embarazo justo después de la implantacién 52. Por
ejemplo, se ha reportado que el TNF-a es una citocina crucial y que media la induccién
de abortos después del estrés o la inyeccion de sustancia P; ademas, la prevalencia de
esta citocina y en general la de las citosinas proi-nflamatorias elevadas es una
caracteristica constante en mujeres con abortos recurrentes >3. Se ha determinado
también que el incremento de IL-6 durante el segundo trimestre de gestacion se
asocia con la inducciéon de un embarazo pretérmino >4 Hoy en dia se conoce que la
actividad Th-1 es necesaria para la implantacién asi como para la regulacién de la
placentacion, defensa en contra de infeccién e incluso del término normal del parto.
Sin embargo su aumento durante el desarrollo del feto, puede comprometer el

embarazo.

7.5.4 Actividad Th-2 durante el embarazo

El trofoblasto, las membranas coriénica y amnioética, asi como la decidua son la
principal fuente de citocinas Th-2 incluyendo al TGF-§ 5°. El papel de las citocinas Th-2
en el decremento del indice de abortos ya ha sido demostrado anteriormente en
placentas de ratonas propensos a abortos, los cuales producen menor cantidad de IL-4
e IL-10 en comparacion con placentas de ratonas con embarazos normales. La
administraciéon de inhibidores de la actividad de citocinas Th1l, como el uso de
anticuerpos anti IFN-y o la administracién de citocinas Th-2 exdégenas (IL-3 ¢ IL-10),
protegen al embrion del rechazo 36. En el humano se ha demostrado que un
decremento en la produccién de IL-2 asi como de IFN-y, acompanado del incremento
en la produccién de IL-4 e IL-10 durante el segundo y parte del tercer trimestre son

caracteristicos de un embarazo normal, mientras que el incremento de IL-2, IFN-y y la
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reduccion en la produccion de IL-10 puede representar una caracteristica significativa
en los embarazos patologicos comparado con los embarazos normales en el estudio
56, Todos estos datos en conjunto establecen que el perfil de citocinas tipo 2 durante el
segundo y parte del tercer trimestre puede asociarse a un embarazo normal, mientras
que la carencia de un perfil de citocinas tipo 2 predominante puede ser indicativo de

un embarazo patologico.

7.6 Produccion de citocinas en las membranas fetales y su funcion

En los ultimos afios se ha establecido que las membranas fetales producen una
gran variedad de citocinas, quimiocinas, factores de crecimiento y sus receptores.
Estos estudios han demostrado que en la membrana fetal, citocinas pro-inflamatorias
como IL-1B, IL-6 y TNF-a, regulan la produccién de prostaglandinas (PG’s) y de
metaloproteinasas (MMPs), moléculas que se a postulado tienen una relacion estrecha
con el inicio del trabajo de parto. Es por esta razén que la producciéon diferencial de
citocinas en la membrana, toma un papel de suma importancia en la regulacién de las
funciones intrauterinas durante el embarazo, el trabajo de parto y en infecciones

intrauterinas.

7.6.1 Citocinas producidas en las membranas fetales

Las membranas fetales humanas en cultivo producen un amplia gama de
citosinas, tales como: IL-14, -2, -4, -6, -8, -10, -11, -15, -18, TNF-q, [FNs «, 3, y, factor de
crecimiento transformante  (TGF-f), activina A, inhibina A, oncostatin M (OSM),
factor de incremento de colonias de células pre B (PBEF) y el LIF. En la Tabla 2 se

presenta mayor detalle sobre dicha produccion.
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Se ha demostrado que la produccion de citocinas en los cultivos de los tejidos
fetales puede ser tanto constitutiva como inducidas, dependiendo del periodo de
gestacion e incluso si, ya se ha iniciado el trabajo de parto. Las citocinas, los
autacoides (prostaglandinas y oxitocina), las hormonas esteroideas (hidrocortisona y
progesterona), asi como los factores mecanicos pueden inducir la producciéon de
diferentes citocinas en las membranas fetales. La produccidn de citocinas pro- y anti-
inflamatorias (IL-1f, -6, -8, -10, TNF-a e IFNs) puede ser iniciada por factores
fisiolégicos, fiscos, pero también por factores patogénicos como el LPS y el virus de la
enfermedad de Newcastle 57. Paralelamente se han reportado estudios en los que
cultivos primarios de membranas fetales (CPMF) son capaces de producir diferentes
citocinas. Los cultivos primarios de células de corion y de amnios liberan IL-6 e IL-8

en respuesta a estimulos con IL-1f3, TNF-a, LPS y éster forbélico del acido miristico®8.

Adicionalmente se ha reportado que existe una produccion diferencial de TNF-
a, [IFN-f3 e IFN-y, ya que éstas citocinas son producidas en células de cultivos primarios
de corion pero no en células de amnios en respuesta a la infecciéon con virus de
influenza por ejemplo 59 Estos estudios sugieren que existe una contribuciéon

diferenciada en la produccion de citocinas en las membranas fetales.

7.6.2 Mecanismos involucrados en la produccion de citocinas pro-inflamatorias en
células de membranas fetales humanas

Hoy en dia diferentes estudios se han volcado hacia el desciframiento de los
mecanismos que disparan la produccion de citocinas en las células de las membranas
fetales, ya que la producciéon de citocinas pro-inflamatorias se asocia con el inicio del

trabajo de parto normal y la induccidn del nacimiento pre-término 6061,
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Tabla 2. Produccion de diferentes citocinas en las membranas fetales.

CITOCINAS CULTIVO REGULADORES PRODUCCION MUESTRAS METODOS
Amniocorion LPS, Labor Inducida SC,HT E
Labor Inducida HT E
Amnios
- Negativa S HI
Corion LPS Inducida SC E
IL-13 Periodo
Inducida TH E
Coriodecidua gestacional
LPS Inducida TH WBa
- Positiva S3, TH IH, E
Decidua
LPS Inducida SC E
IL-2 Amnios - Positiva S IH
Amnios - Positiva S IH
11-4
Corion - Positiva S IH
Amniocorion LPS Inducida SC E
LPS Inducida SC B
Amnios
- Negativa S IH
IL-6
Corion - Positiva S1 IH
LPS Inducida SC B
Decidua
- Positiva S3 IH
Amniocorion LPS Inducida SC E
- Negativa S [H
Amnios
Labor, PGE; Inducida SC, HT E, [H
IL-8 Corion Labor, PGE: Inducida SC,HT E, [H
Coriodecidua Labor Constitutiva TH E
PGE; Inducida SC, S E, [H
Decidua
- Positiva S3 IH
Amnios LPS, PGE; Inducida SC E
IL-10 Corion PGE; Inducida SC E
Decidua LPS, PGE Inducida SC E
IL-11 Corion Placentacion Constitutiva S4 IH
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Decidua Placentacion Constitutiva S IH
Amniocorion LPS Constitutiva SC E
Amnion - Positiva S IH
IL-15
Corion - Positiva S IH
Decidua - Negativa S [H
Amnion - Negative S [H
IL-18 Corion - Positive S IH
Decidua - Positive S IH
Amniocorion LPS, OXT Inducida SC E
LPS Inducida SC B
Amnios
- Positiva S IH
LPS Inducido SC E
TNF-a Corion - Negativo S [H
- Positivo S2 IH
LPS Inducida SC E,B
Decidua
- Positiva S3 IH
NDV Inducida SC B
Amnios
[FN-a, -3, -y LPS No inducida SC B
Decidua LPS, NDV Inducida SC B
Amniocorion HCS, PRG, OXT Inducida SC E
TGF-
Decidua - Positiva S IH
Activin A Amnion IL-1B, TNF-a Inducida SC E
Inhibin A Coriodecidua IL-1B, TNF-a Inducida SC E
Periodo
Corion Reducida SC, S WB, E, [H
gestacional
OSM
Periodo
Decidua Constitutiva SC, S WB, E, [H
gestacional
Amnion - Positiva S IH
PBEF Corion - Positiva S IH
Decidua - Positiva S IH
LIF Amnion LPS, IL-1q, Inducida HT, SC B
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TNF-a

LPS, IL-1a,
Coriodecidua Inducida HT, SC B
TNF-a

Citocinas: IL - interleucina; TNF - Factor de necrosis tumoral; TGF - Factor de crecimiento
transformante; IFN - interferon; OSM - oncostatin M; PBEF - factor incrementador de colonias de
células pre B; LIF - factor inhibidores de leucemia.

Reguladores: LPS - lipopolisacdrido; PGE? - prostaglandina E»; NDV - virus de la enfermedad de
Newcastle; HCS - hidrocortisona; PRG - progesterona; OXT oxitocina; - sin estimulacion.
Produccién: inducida o reducida, la produccion de la citocina fue inducida o reducida por los
reguladores listados; positiva o negativa, si la citocina fue detectada en el cultivo no estimulado o
si no lo fue; constitutiva, la citocina se produce constitutivamente.

Muestra: SC - sobrenadante de cultivo; HT - homogenizado de tejido; S - secciones.

Secciones: S1 - trofoblasto de extravellosidad corionica; S? - Leucocitos en el corion; S3 - células
estromales de decidua; S* - Vellocidad corionica.

Métodos: E - ELISA; B - Bio-ensaayo; WB - western blot; IH - inmunohistoquimica.

Simbolos: ¢, se detectaron tanto la isoforma de 17 como la de 31 KDa de la IL-1.

Modificado de Uchide 2005 12,

La IL-10 muestra una regulacion negativa de la expresiéon del mRNA y la
produccion de citocinas pro-inflamatorias, como IL-1f3, IL-8 y TNF-a en tejidos de
membrana fetal estimulados con LPS, lo que sugiere que la biosintesis de estas
citocinas pro-inflamatorias en las membranas fetales puede ser controlado por la IL-
10 fungiendo como una citocina anti-inflamatoria durante procesos infecciosos 2.

Los compuestos antioxidantes, anti-inflamatorios y los ligandos del receptor
activado por el proliferador de peroxisomas-y (PPAR-y) inhiben la producciéon de IL-1,
-6, -8, TNF-a y la activacidn del factor transcripcional NF-«B en tejidos de membrana
fetal estimulada®. También se ha encontrado que SKF86002, un potente inhibidor de

p38, una proteina cinasa activada por mitégeno (MAPK), bloquea la secrecién de IL-1f3
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en los tejido de membranas fetales estimuladas con LPS, pero no se ve alterada la
induccidn de la expresion del mensajero de esta citocina, lo que indica que SKF86002
bloquea la secrecién de IL-1f a nivel post-transcripcional via la inhibicién de la
actividad de la MAPK 10

Todos los resultados en conjunto sugieren que PPAR-y, MAPK y el NF-«B,
regulan la induccién de la expresion de los genes de las citocinas pro-inflamatorias en

las membranas fetales, hacia el inicio del trabajo de parto normal y pretérmino.

7.6.3 Funcidn de las citocinas pro-inflamatorias en tejidos gestacionales

Las citocinas pro-inflamatorias como: IL-1a, -1f3, TNF-a e IL-6, estimulan la
produccion de PGE2 y MMPs en cultivos primarios de células epiteliales amnidticas,
fibroblastos, trofoblasto coriénico y células de decidua, las cuales tienen efecto sobre
la contraccién del miometrio y la degradacion de la coldgena en membranas fetales en
el inicio del trabajo de término normal y pre término. Asi, estas citocinas parecen
jugar un papel fundamental en la facilitacion del parto ¢4 Por otro lado, la produccién
de citocinas pro-inflamatorias en la membrana fetal puede ser regulada
negativamente por citocinas anti-inflamatorias como la IL-10 y Activina A 6566,
Tomando en cuenta los parametros anteriores es muy posible que el balance entre los
niveles de las citocinas pro- y anti-inflamatorias, en donde se incluye a la IL-10, debe
ser un factor determinante para el control de las funciones intrauterinas durante el

embarazo, el trabajo de parto normal y en el trabajo de parto inducido en infecciones.
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7.7 Regulacion de la produccion de citocinas pro-inflamatorias y el
trabajo de parto

El trabajo de parto es la culminacion de la maduracion fetal, en donde se lleva a
cabo la ruptura de las membranas fetales, la separacion placentaria, la maduraciéon y
dilatacion cervical y se da inicio a las contracciones uterinas coordinadas que, en
condiciones normales, llevan al nacimiento del feto. Los mecanismos precisos que
controlan el inicio del trabajo de parto en los humanos es alin una de las preguntas no

resueltas en la biologia de la reproduccion.

El entendimiento de este proceso es de gran importancia debido a que se
estima que alrededor del 10% de los embarazos presentan complicaciones dadas por
un término prematuro y en mas del 70% se asocia con la morbilidad y mortalidad

neonatal.

Hoy en dia es ampliamente aceptado que la inflamacién es clave para el inicio
del proceso de parto. Diferentes estudios han demostrado la regulacion positiva de un
amplio panel de genes pro-inflamatorias en las membranas fetales asi como en el
miometrio en el inicio del trabajo de parto®7.68. Se ha implicado en este proceso a
diferentes citocinas y prostaglandinas. El incremento de la expresion de citocinas pro-
inflamatorias tanto en pre-término como en el trabajo de parto normal, eleva los
niveles de IL-1f, IL-6 y TNF-a, que son detectados en el fluido amniético, asi como la
expresion de IL-13 e IL-6 en el amnios 9. Se piensa que estas citocinas pro-
inflamatorias contribuyen al inicio del trabajo de parto mediante la estimulacion de la

produccion de IL-8 y de diferentes prostaglandinas. Las prostaglandinas inducen la
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contraccién uterina y actian en concordancia con la IL-8 provocando la maduracién y

remodelacion de la membrana fetal 7071,

El factor nuclear NF-«B es un factor transcripcional asociado clasicamente con
inflamacion, que es activado en respuesta a infecciones y a citocinas pro-inflamatorias,
las cuales se manifiestan durante el trabajo de parto. Importantemente, muchos genes
pro-inflamatorios y genes asociados con el trabajo de parto son regulados por el NF-
kB. Por tanto este factor de transcripcion puede ser el desencadenador en este

proceso.

7.8 Componentes de la via de senalizacion del NF-xB
7.8.1 EINF-xB

La familia del NF-kB/Rel esta compuesta de cinco miembros: el NF-xkB1
(p105/p50), NF- kB2 (p100/p52), p65 (Rel A), c-rel y RelB (figura 6). Estas proteinas
comparten una estructura conservada en su regién N-terminal denominada como
dominio de homologia con Rel (RHD) 72. Los RHD median la dimerizacion, la unidn al
DNA, la localizacion nuclear y la interaccion con las proteinas inhibidoras del NF- kB
(IxkB) 73. En la forma activa el NF-«kB consta de dimeros heterogéneos de diferentes
combinaciones de subunidades: cada miembro de la familia del NF-kB, exceptuando
RelB, pueden formar homodimeros asi como heterodimeros entre si 74. RelB forma
heterodimeros con p100, p52 y p50. La diversidad de combinaciones que se pueden
formar de los dimeros del NF-«B contribuye con la regulacién de distintos paneles de
genes por tres razones: debido a que los dimeros individuales contienen diferentes

sitios especificos de unién a DNA para una coleccién de sitios kB relacionados; debido
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a las diferentes interacciones proteina-proteina que los dimeros individuales generan
en los promotores blanco; y finalmente, debido al perfil de activaciéon de genes de
diferentes dimeros bajo condiciones fisiologicas especificas 75. Las proteinas p65, c-
rel y RelB contienen dominios de activacion transcripcional (TADs) en su region C-
terminal, los cuales son requeridos para la translocacién de las proteinas. Las
proteinas p50 y p52 son generadas por procesamiento proteolitico de sus
precursores, p105 y p100, respectivamente. Las dos proteinas precursoras p105 y
p102 son constitutivamente procesadas mediante un mecanismo cotranscripcional,
pero es mucho mas eficiente el procesamiento de p105; sin embargo, la mayoria de las
células exhiben constitutivamente altos niveles de p50, mientras que los niveles en
estado estable de p52 son regularmente mas bajos 7971, Las subunidades p50 y p52
carecen de TADs por lo tanto los homodimeros de estas proteinas no tienen la
capacidad intrinseca para inducir la transcripcién. La forma tipica de mayor
prevalencia del NF-kB es el heterodimero p50/p65 7¢. En la mayoria de las células el

NF- kB se presenta como un complejo latente inactivo unido a un IxB en el citoplasma.

7.8.2 LosIkB’s

Casi al mismo tiempo que el NF-«B fue descrito, en células inmunoldgicas se
establecié que en el citoplasma se encontraba una actividad latente de unién a DNA
por parte del NF-kB de todas las células en reposo y que este NF-kB podia ser
activado tratando el lisado celular con desoxicolato, un detergente débil 77. Esto
sugiri06 que era una interaccion no covalente con una molécula inhibidora la
responsable de mantener en un estado inactivo al NF-kB. Mediante la purificacién de

la porciéon que presentaba la actividad suprimida del NF-kB se lograron aislar a
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dichas moléculas denominadas como: IkBa e IxkBf3 7879 y posteriormente se identificé a
un tercer inhibidor, llamado IxBe 8081, Los IkB se caracterizan por la presencia de
multiples repetidos de ankirina, los cuales median la unién a los RHD del NF-kB para
la interaccién proteina-proteina 8283, Las proteinas precursoras, p105 y p100, también
contienen repetidos de ankirina y pueden funcionar como proteinas tipo IxB
(identificadas también como IkBy e IkB§, respectivamente) 8485; incluso, se sugiere
que estos 2 [kBs considerados como IkBs clasicos estan fuertemente involucrados en
la determinacion del indice de formaciéon de nuevos dimeros de NF-xB, via el
procesamiento y ensamblaje de grandes complejos que mantienen actividad tipo 1xB
86, Estudios de cristalografia y mecanistica han revelado que los IkB, especificamente
la proteina IkBa sobre el dimero p50/p65, actian enmascarando solamente la
secuencia de localizacion nuclear (NLS) de la subunidad p65, dejando expuesta la NLS
de p50 87. Esta NLS expuesta, en conjunto con la secuencia de exportaciéon nuclear
presentes tanto en IkBa y p65, resulta en un transporte activo nucleo-citoplasma del
complejo [kBa/p50/p65. Y debido a que el proceso de exportacion es mas potente que
el proceso de importacion, la localizacion de [kBa unida a NF-«B en un estado estable
es preferentemente en el citoplasma. De manera similar, IkBe también es transportada
activamente entre el nucleo y el citoplasma®8. En contraste, [kB3 carece de secuencia
de exportacion nuclear (NES) y enmascara ambos NLSs del NF-«kB, lo que tiene como
consecuencia que IkBf unido a NF-kB permanezca secuestrado en el citoplasma de

células no estimuladas 8°.
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Figura 6. Miembros de la familia de proteinas: NF-xkB, IxkB e IKK. Las proteinas
precursoras p100 y p105 funcionan como IkB’s (Inhibidores del factor nuclear-kB (NF-«kB) y
son miembros de la familia del NF- kB una vez que son procesados por el proteasoma.

ANK, repetidos de ankirina; BCL-3, Proteina de linfoma de células B 3; CC, doble a hélice; DD,
dominio de muerte; GRR, region rica en licinas; HLH, estructura de hélice-orquilla-helice; IKK,
cinasa de IkB’s; LZ, cierre de leucina; NBD, dominios de unién esencial de regulacién de NF-
kB; PEST, regiones ricas en prolina, acido glutdmico, serina y treonina; RHD, dominios de
homologia con REL; TAD, dominios de trans-activacion; ZF, dedos de zinc.
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A diferencia de los IxBs clasicos como el IxkBa, IkBf3, IxBg, IkBy e 1kB§, los cuales
en general regulan la actividad del NF-kB secuestrandolo en el citoplasma, en los
ultimos 14 afios se han descrito otro tipo de proteinas tipo IkB que al igual que las
primeras conservan en su estructura repetidos de ankirina pero que a diferencia de
los kB clasicos estos IkB “novedosos” (llamados IxkB nucleares) no estan expresados
en células no estimuladas, pero son inducidos después de la activacion celular de una

manera dependiente del tejido.

7.8.2.1 El complejo IKK

El complejo (cinasa de IkB) IKK activado tiene accién sobre los IkBs
fosforilandolos, dando asi inicio a la via de sefializacion del NF-xB. El complejo
consiste de dos subunidades de cinasas homologas (IKKa e IKKB) ademdas de una

subunidad reguladora (IKKy) °0.

7.9 Vias de activacion del NF-kB

Hasta la fecha han sido identificadas tres vias metabolicas de sefializacion para
la activacion del NF-xB, cada una de las cuales recaen en la consecuente activacion de
cinasas, la generacion de dimeros de NF-«kB que se unen a DNA e incrementa la

actividad transcripcional de NF-«B (figura 7)

La via de sefalizacién denominada como candnica es disparada por el LPS y
por citocinas pro-inflamatorias, como la IL-1 y el TNF-a. Aunque la mayoria de los
eventos tempranos después del reconocimiento del receptor por sus ligandos es
especifica para cada estimulo®!, todas estas vias convergen en el complejo de las

cinasas de IxB (IKK) (figura 8).
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Figura 7. Tres vias diferentes para el factor de transcripcion NF-xB. La via de
sefializacion candnica es activada cuando el TNF-a, la IL-1B o el LPS se unen a sus
respectivos receptores y desencadena la fosforilacién de IkB mediada por una cinasa de
IxB (IKK). El IkBa es subsecuentemente degradado por el proteasoma para liberar dimeros
de p50 y p65. En una via atipica, el dafio al DNA promueve una extensa fosforilacién de
IkBa inducida por la casein cinasa-2 inducidas por p38 (CK-2). La via no candnica es
disparada por linfotoxina 8 (LTB) o por el factor de activaciéon de células B (BAFF) los
cuales desencadena la activacion de IKKa mediante una cinasa inducida por NF-«xB . la
enzima IKKa a su vez fosforila a p100 lo que lleva a su procesamiento proteasomal para
generar p52. Los dimeros de RelB/p52 son entonces liberados y traslocados al ntcleo para
activar distintos genes que son regulados por la via canénica. 1. Estimulo extracelular 2.
Activacion de cinasa. 3. Generacion y translocaciéon de dimeros activos de NF-xB 4. Unién a
DNA y fosforilacion de los dimeros de NF-«B asi como el reclutamiento de cofactores. P=
fosforilacion; Ub= Ubiquitinacion.
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Figura 8. Modelo esquematico de la via de sefializaciéon canénica del NF-xB. La
estimulacién de las células con TNF-q, IL-1f o LPS lleva a la degradacién de las proteinas
IxB por el complejo IKK. La fosforilacién (P) dependiente de IKKs tiene como blanco a la
proteina IxBa, lo que induce su posterior ubiquitinacion(Ub) y degradaciéon por el
proteasoma. Una vez que el IkBa es degradado, p65 fosforilado y las sefiales de
localizacién nuclear son desenmascaradas, el dimero de NF-kB p50/p65 puede ahora
translocarse al nucleo y reunir a los elementos de respuesta del NF-kB en el promotor de
los genes blanco. La induccién de la degradaciéon de p105 puede ocurrir simultidneamente,
lo que produce la liberacién de dimeros de NF-kB, los cuales incluyen dimeros p50/65. El
precursor p105 puede también tomar parte en respuesta a citocinas para generar un homo
dimero adicional de p50, el cual puede tomar parte en la unién a DNA o ser desplazado del
dimero mediante la transactivacién de dimeros. En el nucleo se llevan a cabo mas
fosforilaciones y acetilaciones (A) de NF-«B, las cuales promueven el reclutamiento de co-
activadores. Como un ejemplo la proteina de unién a CREB (CBP) para llevar a cabo la
transcripcion. El término de la sefializaciéon ocurre cuando es sintetizado nuevo IkBa y
desplaza al NF-«B unido a DNA y lo exporta de regreso al citoplasma.
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El complejo IKK incluye a la proteina reguladora denominada como modulador
esencial de NF-kB (NEMO o IKKy) y las cinasa de IKKa e IKKp.

Una vez activado el complejo IKK, este fosforila a [kBa en la Ser 32 y en la Ser
36 para después sufrir ubiquitinacién por parte de la SCFF-TrCP Ja cual une ubiquitinas
en los residuos 21 y 22 de lisina. El IkBa ubiquitinado es degradado
subsecuentemente por la subunidad 26S del proteasoma con lo que se lleva a cabo la
liberacion de dimeros de NF-kB del citoplasma del complejo IkBa/NF-xB, las cuales
dejan expuestos sus NLSs, lo que le permite translocarse al nucleo. La activacion de la
via candnica es regulada rapidamente como resultado de un mecanismo de represion
post induccién. Debido a la presencia de sitios de unién a NF-«B en el promotor de los
genes de IkBa, la activacion del NF-«B lleva a una re sintesis rapida del gen de 1kBq, el
cual se acumula en el nucleo y disocia los complejos de NF-xB unidos a DNA 92, Este
nuevo complejo formado por IkBa/NF-kB es entonces exportado hacia el citoplasma,
en un proceso mediado por la NES de IkBa, lo cual restablece el NF-«B citoplasmico
basal. La degradaciéon de IkBa mediante las vias canénicas requiere de la subunidad

IKKB y de NEMO °3.

7.10 Regulacion del NF-xB

Debido a la especificidad y el control temporal de la respuesta, el NF-«xB se
mantiene bajo una regulacion estricta en diferentes puntos de control. Como se ha
discutido, diferentes estimulos activan diferentes cinasas, regulado principalmente
por la via de sefializacion activada quien lleva a la degradacién diferencial de un IkB
determinado. Se ha demostrado que las proteinas IxBs presentan distintas
preferencias de asociacion con dimeros de NF-kB particulares, por ejemplo IkBa
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predominantemente se une a dimeros de p50/p65, IkBe se une a dimeros p65/c-rel y
p100 se une a RelB. Esta declaracidn selectiva puede determinar si se activan o se
reprimen transcripcionalmente los dimeros de NF-«kB que son liberados. Los genes
blanco requieren de un miembro especifico de la familia del NF-xB para su activacién
y esto varia de gen a gen % Finalmente la actividad transcripcional de las subunidades
del NF-«kB por si mismas son también reguladas por una gran variedad de
modificaciones post-transcripcionales, tales como la fosforilacion, la acetilacion y la
ubiquitinacion 9. La regulaciéon de la sefializacion del NF-«B es compleja y la
diferencia entre las estirpes celulares puede depender entonces de qué cinasas y
cuales subunidades del NF-«B son expresadas; o como se comentara a continuacion de
que IkBs pueden ser expresados. Estos son, por lo tanto los factores que determinan la

respuesta celular en las vias dependiente de la activacion del NF-kB.

7.10.1 IkBs nucleares
7.10.1.1 Bcl-3

La proteina Bcl-3 fue la primera molécula clonada perteneciente a la familia
de los IxB, la cual en un principio fue identificada como un oncogen presente en la
leucemia linfatica crénica °697. En los primeros trabajos se encontré que la proteina
Bcl-3 podia actuar como un inhibidor de la actividad de unién del NF-xB,
especificamente sobre la subunidad p50, lo que sugeria en primera instancia que el
Bcl-3 mantenia un papel inhibitorio en la regulaciéon del NF-xB%899. Sin embargo, los
estudios posteriores dejaron de manifiesto que el Bcl-3 también tiene la capacidad de
actuar como un coactivador transcripcional 100-102 ]o que indica que la proteina Bcl-3

funciona tanto como una proteina transactivadora como un inhibidor tradicional de la
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expresion de genes dependientes del NF-«kB, especificamente de las subunidades p50

y p52.

Las proteinas p50 y p52 carecen de una region TAD y por tanto son represores,
pero al unirse con el Bcl-3, el cual si presenta una region caracteristica TAD, le otorga
al complejo una accién pro activadora de la transcripcion. El Bcl-3 es capaz de unirse
diferencialmente a los homodimeros p50 o p52; en este punto son las diferentes
modificaciones post-transcripcionales a las que es sujeto el Bcl-3 las cuales regulan
esta cualidad 103104, En este sentido se ha caracterizado que la expresion de la ciclina
D1, un gen involucrado en la proliferacidn celular, ademas del receptor del factor de
crecimiento epidermal (EGFR), son controlados por la unién del complejo Bcl-3-p52-
p52 y el complejo Bcl-3-p50-p50 a sus respectivos promotores 195, Recientemente se
publicé un estudio mas amplio sobre los genes blanco del complejo Bcl-3-

homodimeros de p50 106,

A pesar de lo anterior, como ya ha sido sefialado, Bcl-3 puede también
funcionar como un inhibidor de la actividad del NF-kB. Bcl-3 estabiliza homodimeros
del NF-xkB unidos a DNA con funcién represora lo que previene la uniéon de dimeros
con actividad transcripcional; esto sugiere que el Bcl-3 esta involucrado en procesos
como la tolerancia al LPS 197, En este sentido es conocido que el tratamiento con IL-10
disminuye la actividad de unién a DNA del NF-kB y a su vez se induce la expresion del
Bcl-3. En macréfagos de lamina propia colénica estimulados con LPS este fendmeno
resulta en la deficiencia de la actividad de unién a DNA del NF-«B y reduce la

produccion de TNF-a pero no la de la interleucina 6 (IL-6). Mas aun la deficiencia de
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Bcl-3 en macrofagos demostroé defectos en la supresion de la produccién del TNF-q, lo
que indica que el Bcl-3 esta involucrado en la supresion de la respuesta inmune innata
108, Los complejos de Bcl-3-p50-p50 también regulan negativamente la expresion de
IL-23, en ratones deficientes de IL-10 se produce en paralelo el incremento de la IL-23
mientras se inhibe la unién del complejo Bcl-3-p50-p50 al promotor IL23p19, lo que
permite a los complejos del NF-kB que contienen subunidades p65 inducir la
expresion de este gen 109 Por lo tanto Bcl-3 puede suprimir la respuesta inmunolégica
apagando la expresion de diferentes genes pro-inflamatorios y en ese contexto, a su

vez, inducir la expresién de citocinas anti-inflamatorias.

7.10.1.2 IkB¢{

El IkB{ presenta una mayor homologia con Bcl-3 comparada contra los otros
IkB’s canonicos. El primer reporte sobre esta molécula IxB se presenté en un trabajo
que buscaba identificar genes no reportados regulados positivamente frente al reto
con LPS. En este trabajo se establecié que el IkB{ (MAIL) se posicionaba en el ntcleo
frente al reto con LPS y que ademas estimulaba la produccién de IL-6 110
Posteriormente se determind que el IkB{ también podia ser inducido por la IL-1 y no
asi por el TNF-q, y al igual que en el primer estudio, que su localizacién era nuclear.
Sin embargo, sus resultados mostraban, en contraposicion con los primeros hallazgos,
que el IkBC podia ser considerado un nuevo inhibidor nuclear, regulando
negativamente al NF-xB asocidandose principalmente a la subunidad p50 111112
Entonces, el IkBC puede ser inducido por diferentes estimulos que activan al NF-xB;
sin embargo, se encontré posteriormente que la expresion proteica depende de una
sefializacion adicional, la cual estabiliza al mensajero transcrito del IkB{. La
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sefializacién adicional es provista por los receptores tipo Toll (TLR’s) o el receptor de
IL-1, ambas vias dependientes del gen de respuesta primaria de diferenciacion
mieloide 88 (MyD88), lo cual no ocurre con la via de sefializaciéon del TNF 113, Todos
estos resultados resultaban hasta este punto controversiales, debido a que no era
completamente claro si el IkB( funcionaba como un activador o como un represor de

la respuesta inmune in vitro.

El papel fisiolégico del IkB{ fue determinado in vivo apoyandose del uso de
ratones IkB({/- los cuales mostraron defectos en la capacidad de sus macréfagos de
producir IL-6 en repuesta al reto con todos los ligandos de TLR e IL-1, no asi en
respuesta al TNF 114 Al mismo tiempo fue hallado que el IkB{ se wune
preferencialmente a dimeros de p50 y son precisamente los complejos IkB{-p50-p50
los co-activadores indispensables para la sintesis de IL-6 115, El IkB{ también puede

inducir la produccién de IFN-y en células mieloides KG-1 116,

A su vez, en los ratones deficientes de IkB{ se observaron cambios patolégicos
en la conjuntiva, con fuertes infiltrados linfocitarios, similar a lo encontrado en
pacientes con el sindrome de Stevens-Johnson 117118 Por tanto el IkB{ regula la
progresion de la inflamacion en la superficie ocular, un sistema considerado inmuno-

privilegiado.

Estos mismos ratones limitados en la produccién de IkB{ mostraron niveles
elevados de IgE en suero y lesiones tipo dermatitis atépica. Mostrando el papel
inmunosupresor in vivo del IkB{. En este modelo, cuando los ratones eran estimulados

directamente con LPS, se detect6 rapidamente un incremento en la concentracién de
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TNF-a en el suero el cual duraba prolongadamente, lo que indica que el IkB( puede
fungir como un regulador negativo en la produccion de TNF-a en células diferentes a

los macréfagos1i®.

Tal vez la contradiccion aparente que se muestra en los estudios in vivo e in
vitro, empleando células o ratones deficientes en la produccién de IkB{ se debe a que
existe una regulacion diferencial especifica de la célula en la expresion de genes

activados por NF-kB orquestada por el IkBC.

7.10.1.3 IkBNS

El [kBNS es una proteina nuclear que al igual que Bcl-3 e IkB(, presentan en su
estructura repetidos de ankirina. IkBNS fue clonado originalmente como un gen que
rapidamente es inducido por la estimulacién del Receptor de células T (TCR) en
timocitos. Por otra parte, se ha establecido que en timocitos activados con
PMA/ionomicina la sobre-expresion del IkBNS inhibe la expresion del reportero
luciferasa dependiente de la actividad de union a DNA del NF-xB, lo que sugiere que
I[kBNS puede fungir como un regulador negativo en respuestas inmunoldgicas

dependientes de NF-kB 120,

Estudios posteriores demostraron que los ratones IkBNS/- muestran una
reduccion en la proliferacion de las células T dependiente de la activacion del TCR,

asociado con la reduccion en los niveles de IL-2 121,

Se ha observado también que la expresion de IkBNS es sitio especifica, por
ejemplo, se ha identificado la expresion de esta molécula en macroéfagos de ldamina

propia coldnica (quienes se considera tienen un papel crucial en el mantenimiento de
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la homeostasis inmunolégica de la mucosa colénica), la cual no es identificada en
macrofagos de sangre periférica, sugiriendo que el IkBNS estad involucrado en la
inmunidad de la mucosa intestinal. Adicionalmente, el IkBNS fue reclutado a los sitios
kB del promotor de la IL-6, pero no al del TNF-a, inhibiendo especificamente la

producciéon de IL-6 y no asi la del TNF-a 122,

También se ha mostrado que el Bcl-3 y el IkBNS son inducidos después de la
estimulacion con LPS en células dendriticas regulatorias (rDC), las cuales producen

altos niveles de IL-10 123,

En el laboratorio ya han sido generados ratones deficientes para IkBNS con el
proposito de determinar el papel fisiolégico de esta molécula, en quienes se demostré
la induccion de genes de respuesta secundaria como IL-6 e IL 12p40, contraria a la

inhibicién en ratones deficientes de IxkB( 9>.

Globalmente, IkB{ promueve la induccion de genes de respuesta secundaria,
mientras que el IkBNS inhibe esta induccién. Esto indica que tanto el IxkB{ como el

IkBNS presentan funciones antagénicas en el contexto de respuesta a TLR’s.

Resultados ain mas recientes muestran que a diferencia de los macroéfagos
deficientes de IxkBNS, los timocitos deficientes de IkBNS producen menos IL-2 y
exhiben problemas en su proliferacion al estimularse via TCR 121, Este resultado
muestra que el IkBNS puede ser un regulador positivo del NF-kB involucrado en la

produccién de IL-2 en timocitos.

37



Todos estos resultados sugieren que es preferentemente el tipo celular el que
determina el tipo de expresion del IkBNS (al igual que en el 1kB(), estableciendo la
funcién positiva o negativa de las proteinas IkB en la regulacién de la expresion de

genes dependientes del NF-kB.

7.10.1.4 IxkBn

Se ha identificado una nueva proteina estructuralmente relacionada con IkBa a
la que se ha nombrado como IxBn. Este I«B, al igual que el Bcl-3, el IkB{ y el IkBNS no
regula la translocacién nuclear del NF-«B pero si regula la transcripciéon de un cierto
panel de genes pro-inflamatorios durante la respuesta inmune innata a través de la

union a DNA del complejo [xkBn- NF-xB 124,

Asi pues, globalmente, este factor transcripcional puede ser regulado
negativamente por su asociacion a los IkBs clasicos (IkBa, I«Bf3, IkB€, p100 y p102) asi
como su asociacion a los IxB no clasicos (Bcl-3, IkB(, IkBNS e IxkBn). En este sentido se
ha observado que la expresion de los IkBs no clasicos como el Bcl-3 y el IkBNS
muestra un patrén tejido-dependiente. Se ha demostrado que la IL-10 puede inducir
la expresion de IkBs no clasicos como el IkBNS y Bcl-3 95 122, Se ha identificado que el
[kBNS interacciona con la molécula p65 del NF-«kB en el promotor de la IL-6 y que el
Bcl-3 interacciona con la molécula p50 del mismo factor de transcripciéon en el
promotor de TNF-a 125 en otras palabras el IkBNS regula negativamente la produccion

de IL-6 no asi la del TNF-a.

El efecto anti-inflamatorio de la IL-10 sobre la membrana corioamni6tica ya ha

sido estudiado. Los explantes de tejido de la membrana corioamniética tratados con
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LPS expresan altos niveles de TNF-q, IL-6, IL-8, asi como de las metaloproteinasas 2 y
9, pero la expresion de estas proteinas es reducida de una forma dosis dependiente
cuando los explantes son tratados con LPS e IL-10 0606164126 A ]a fecha no existe
reporte de la participacion de ninguno de los IkBs no clasicos en la regulacion de la
produccion del TNF-a o IL-6 en las células de membrana corioamniética o en algin

tejido gestacional.

7.11 Activacion del NF-xB en asociacion con el trabajo de parto

En el amnios, la produccion de IL-1f3 basal e inducida por la actividad de NF-«B,
estd dada por la accion del heterodimero p50/p65, asi como de los homodimeros de
p50 y p65 127, También se ha demostrado que la actividad basal de unién a DNA y la
actividad transcripcional del NF-kB incrementa en células del amnios una vez iniciado
el trabajo de parto normal o espontaneo 128, Estos hallazgos sugieren que el NF-xkB

juega un papel clave en el inicio del parto en el amnios.

En modelos murinos se ha establecido un papel crucial para el NF-«kB en el
inicio del parto. En este modelo se ha establecido que la translocacién nuclear de la
subunidades p50 y p65 en el utero de ratones gestantes se incrementa en funcion de
la aproximacion del término del embarazo. Ratones inyectados intra-amnioticamente
con un péptido inhibidor del NF-kB (SN50), mostraron un retardo en el inicio del
trabajo de parto, mientras que los ratones controles inyectados con el péptido

SN50mut inactivo llegaron a término normal 12°.
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8 JUSTIFICACION

La mayoria de los estudios en la inmunologia del embarazo se han enfocado al
analisis de la participacion de la inmunidad adaptativa para conocer cémo es que la
madre y el feto regulan su ambiente para favorecer el buen término del embarazo. Se
ha descrito que el nicho materno no es un sitio inmuno-privilegiado, ya que el ttero es
capaz de rechazar implantes alogénicos, al igual que el embrién es rechazado cuando
es implantado en tejido materno no uterino, sin embargo el feto es aceptado por la
madre durante un embarazo normal. Durante el embarazo se ha establecido que el
perfil de citocinas presentes durante la implantacion es preferentemente tipo Thl y
cambia a un perfil Th2 para favorecer el desarrollo del feto hasta el inicio del parto
donde se revierte de nuevo a un ambiente pro-inflamatorio Th1 el cual se asocia
clasicamente con la activaciéon del factor transcripcional NF-xB. Esto implica que
desde la implantaciéon hasta el inicio del trabajo de parto existe un alto grado de
regulacion sobre el NF-kB en la produccién de citocinas del tipo Th-1. A su vez se ha
demostrado que el tejido embrionario es el encargado de inmuno-suprimir localmente
los elementos inmunologicos de la madre, dado principalmente por la presencia de IL-
10, la cual se ha establecido, puede inducir la expresion de reguladores no clasicos del
NF-kB en macrofagos de lamina coldnica. Por lo anterior y dado que se ha descrito
poco acerca de la inmunidad innata y como es que se regula la produccién de citocinas
pro-inflamatorias en el embarazo, en este trabajo se pretende estudiar la
participacion del IkBNS en la regulacion del NF-«B en el mantenimiento del ambiente

anti-inflamatorio el cual es necesario para el desarrollo del embarazo.
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9 HIPOTESIS

La expresion del regulador nuclear del NF-«kB, IkBNS, se inducirad en presencia
de un ambiente anti-inflamatorio dado por IL-10 en los cultivos primarios de

membrana corioamnidtica de rata (CPMCAr).
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10 OBJETIVOS

10.1 Objetivo general

Determinar el perfil de expresién de la molécula IkBNS, reguladora del NF-kB, en
cultivos primarios de membrana corioamniotica de rata (CPMCAr) bajo un ambiente
pro-inflamatorio en presencia de LPS, y en un ambiente anti-inflamatorio en presencia

de IL-10.

10.2 Objetivos especificos

Obtener cultivos primarios de células de la membrana corioamnioética.

e Establecer la estirpe celular de los CPMCAr.

e Retar con LPS los CPMCAr y analizar los perfiles de expresion del IkBNS e IL-6

mediante PCR en tiempo real.

e Determinar el papel de la IL-10 sobre la expresion de IxkBNS y de la citocina IL-6

en los CPMCAr en presencia o ausencia de LPS.
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11 MATERIALES Y METODOS

11.1 Manejo de animales.

Para la obtencién de los cultivos primarios de membrana corioamniotica
CPMCAr se emplearon 3 ratas Wistar hembra (Rattus norvergicus) en edad
reproductiva. Los animales fueron colocados en cajas estandar a 22°C, bajo un ciclo de
luz de 12h por 12h. La ingesta de alimento y de agua se administr6 ad libitum. Todos
los procedimientos fueron aprobados por el comité ético de la Escuela Nacional de
Ciencias Bioldgicas del Instituto Politécnico Nacional. Cada mafana entre las 8:00 y las
9:00 am las se colectaron secreciones vaginales con pipetas de plastico conteniendo
100 pL de solucion salina (NaCl 0.9%) insertando la punta dentro de la vagina de la
rata. El fluido vaginal se coloc6 en porta objetos de vidrio y se observé al microscopio
invertido de luz visible. Mediante la prevalencia de los diferentes tipos celulares se
determind la fase del ciclo estral, con lo que se determinaba si la rata era mas
propensa a quedar prefiada 130131, §j ]a rata se encontraba en la fase de proestro o
estro se procedia a colocar a la hembra con el macho durante 12h por la noche. A la
mafiana siguiente se llevaba a cabo otro lavado vaginal para determinar la presencia
de espermatozoides en el flujo, lo que significaba que habia habido cépula y se

consideraba como tiempo de 0.5 dias post coito (dpc).

11.2 Obtencion de los cultivos primarios de la membrana corioamnioética.
Los CPMCAr se obtuvieron a partir del sacrificio de ratas prefiadas a los 19 dpc.

Las membranas se separaron de la placenta y posteriormente se disgregaron

mecanicamente. Se digirieron enzimaticamente empleando 0.6 U de dispasa (Gibco) y

80 U de colagenasa (Gibco) disueltas en DPBS por 1 hora a 37°C en agitacion. El
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sobrenadante con el tejido disgregado se centrifugé a 1500 rpm por 5 min y se
elimind el sobrenadante. Las células obtenidas por disgregacion enzimatica fueron
colectadas por centrifugacion a 1500 rpm por 10 minutos y lavadas dos veces con
DMEM (Invitrogen). Las células fueron resuspendidas a una concentracién de 150 000
a 175 000 células/mL y cultivadas en botellas de cultivo de 25cm2 con 5 mL de
DMEM con 10% de Suero Fetal Bovino (SFB), 4 mg/L de gentamicinay 50 U de
fungizona. Se permiti6 la adhesidn de las células por 24 h y el medio fue cambiado por

medio fresco suplementado al 10% de SFB (Gibco) cada 3¢r dia.

11.3 Caracterizacion de los CPMCAr

La caracterizacion de los CPMCAr se realizé mediante inmunohistoquimica. Los
CPMCAr crecidos en placas de 12 pozos a un 90% de confluencia se fijaron con
paraformaldehido al 1% durante 5 min y expuestas a una solucién de H20; al 1%
durante 15 min con el propdsito de bloquear la actividad de la peroxidasa endégena;
posteriormente, los CPMCAr fueron lavados con PBS 1X e incubados durante una hora
con albumina sérica bovina al 3%. Se lavaron nuevamente los CPMCAr y se incubaron
durante 1.5 h con un anticuerpo primario monoclonal de ratén a-vimentina o a-
citoqueratina (Dako). Se lavé de nuevo a los CPMCAr y se incubaron durante 1 h con
un anticuerpo secundario de conejo anti-ratén peroxidado. Finalmente los CPMCAr se
lavaron por ultima vez y se revel6 con una soluciéon de diaminobencidina al 0.1%

contratinendo con GIEMSA.
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11.4 Tratamiento de los CPMCAr con LPS (perfil pro-inflamatorio).

Una vez que las células alcanzaron el 90% de confluencia en placas de 6 pozos,
se cultivaron por 24 horas en medio DMEM sin suplementos. Pasado este tiempo se
colocé el medio de cultivo con LPS (Sigma Aldrich) a 100 ng/mL durante 2, 4, 6 y 8
horas para el ensayo dependiente del tiempo de estimulo, y a 1, 10 o 100 ng/mL
durante 4 h para el ensayo dependiente de la dosis de LPS. Al término de las cinéticas
se extrajo el RNA y se procedid al andlisis de la expresion de los genes de interés

(IkBNS e IL-6) y el gen end6geno (PGK) mediante PCR en tiempo real.

11.5 Tratamiento de los CPMCAr con IL-10 (perfil anti-inflamatorio).

Al igual que en el caso anterior una vez que las células alcanzaron una
confluencia del 90% en placas de 6 pozos, el medio fue removido y cambiado por
medio DMEM fresco sin suplemento y se cultivaron por 24 h mas. Una vez
transcurrido este tiempo se les adicion6 a los cultivos medio DMEM fresco sin
suplemento para los pozos control o con IL-10 (Invitrogen) a 1, 10, 100 ng/mL.
Posteriormente, a las 14 h de estimulo con IL-10 se les adicion6é a los cultivos LPS a
100 ng/mL por 4 h mas. Al término de la cinética se extrajo el RNA y se procedid al
analisis de la expresion de los genes de interés (IkBNS e IL-6) y el gen end6geno (PGK)

mediante PCR en tiempo real.

11.6 Obtencion de RNA y PCR en tiempo real.
Una vez tratados los CPMCAr se llevd a cabo la extraccion del RNA total
empleando el reactivo de TRIzol (Gibco). Para la transcripcion reversa, se empled RNA

total (2png) y 0.5 pg de oligo-(dT)1s-18 (Invitrogen) los cuales se desnaturalizaron por
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10 min a 70°C y se adiciono a una concentracién de 1X buffer, 0.5 mM de DTT, 500 uM
de cada uno de los ANTPS y 200U de transcriptasa reversa MMLV (Invitrogen). La
reaccion de retrotranscripcion se sometio durante 1 h a 41°C y una inactivacion final
de la enzima por 15 min a 70°C. Una vez obtenido el ¢cDNA correspondiente se realizé
la reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real (qPCR) empleando el super mix
FastStart TagMan® Probe Master 1X, 25nM de cada una de las pruebas especificas
(Universal Probe Library, Roche) para los genes PGK, IL-6 e IxkBNS (Tabla 3), 900 nM
del iniciador sentido y 900 nM del iniciador anti sentido y H20 hasta un volumen final
de 20 pL por reaccion. Las condiciones 6ptimas para los tres genes fueron: 2 min a
50°C, 10 min 95°C, 40 ciclos a 95°C 40s, 60°C 45s y 72°C 40s. Para la deteccién se
empled el equipo Linegene K (BIOER). El analisis de la expresion de los genes se llevo
a cabo mediante el método AACT, normalizando con el gen enddégeno fosfoglicerato
cinasa (PGK) y se reporta como el cambio en la expresiéon del gen problema (IL-6 o

[kBNS) respecto al control sin estimulo (SE) 132,

AACt = [(CtGI CtrSE CtGE. CtrSE) — (CtG.I. EST — CtGE EST)

Donde:

Ct = Ciclo en el cual la sefial de fluorescencia del aplificado es mayor a la sefal de
fluorescencia basal (Treshold)

CtG.Lcuse = Ct del gen de interes (IL-6 o [kBNS) del control sin estimulo.
CtG.E.cuse = Ct del gen enddgeno (PGK) del control sin estimulo.
CtG.Lest = Ct del gen de interes (IL-6 o IkBNS) del estimulo.

CtG.E.st = Ct del gen end6geno (PGK) del estimulo.
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Finalmente:

El Cambio en la expresion del gen problema = 244¢t

Tabla 3. Sondas y cebadores empleados.

# de prueba
Gen Empleada Secuencia 5’-3’ Iniciadores empleados 5’-3’

(Roche-UPL)

Fwd - ccagataacgaataaccaaagga

PGK 66 ggctgctg
Rev - gacttggctccattgtcca
Fwd - cccttcaggaacagctatgaa
IkBNS 20 ccagccag
Rev - acaacatcagtcccaagaagg
Fwd - ggggtaccgggacacttc
IL-6 82 ctcctctg

Rev - aggcagggaagtgagtatgg

11.7 Analisis estadistico.
Los datos se expresaron como la media del cambio en la expresion del gen problema
respecto al control * la desviacion estdndar (DS) de tres experimentos

independientes, n = 3.

Los resultados fueron analizados utilizando la prueba estadistica de ANOVA de
analisis de varianza de una cola seguido de una prueba de Tukey en el programa

estadistico GraphPad Prism 5.
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12 RESULTADOS

12.1 Caracterizacion de los CPMCAr

Una vez obtenidos los cultivos primarios de membrana corioamnidtica de rata
(CPMCAr) a partir de ratas hembra a los 19 dpc, se procedié a identificar el origen
troncal de las células obtenidas. La examinacién morfoldgica de las células mostr6 una
forma irregular, alargadas y extendidas. La tinciéon inmunohistoquimica de las células
obtenidas mostr6 que el 99% de ellas son positivas para vimentina, un marcador de
células mesenquimales, y negativas a la tincién para citoqueratina el marcador de
células epiteliales. Lo que demuestra que las células de los CPMCAr obtenidas
mediante disgregacion con dispasa y colagenasa tienen un origen mesenquimal. Para
examinar la especificidad de la tincion de las células obtenidas de los CPMCAr
respectivamente se trataron con PBS en lugar del anticuerpo primario anti-

citoqueratina o anti-vimentina lo cual no mostré tincion evidente (Figura 9).

12.2 EL LPS inhibe la expresion del IxBNS en CPMCATr.

Para analizar si el LPS induce la expresion del IkBNS, se estimul6 a los
CPMCATr con diferentes dosis de LPS (1, 10, 100 ng/mL) durante 4 h. El analisis de la
expresion de la IL-6 e IkBNS se realizo empleando la técnica de qPCR. La expresion del
IkBNS, normalizada contra el gen enddégeno PGK, fue inhibida bajo el reto de los
CPMCAr con LPS, desde 1 ng/mL comparado con el control sin estimulo (SE) (Figura
10a). En paralelo el reto con LPS de los CPMCAr mostré un incremento en la expresion
de IL-6, normalizada contra el gen endégeno PGK, dependiente de la dosis de LPS
empleada en comparacién con el control SE (Figura 10b). Se puede observar que la

concentracion de 100 ng/mL de LPS (la mayor dosis probada) se identific6 como la
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dosis mas eficiente en la induccién de la expresion de IL-6 en los CPMCAr, asi como la

dosis en la que se observo un mayor efecto inhibitorio en la expresion del IkBNS.

a) b) ; .

40 X . 40 X

Figura 9. Caracterizacion de los CPMCAr por inmunohistoquimica. Las células obtenidas
de los CPMCAr fueron sometidos a una tincidn por inmunohistoquimica con anticuerpos
especificos anti-vimentina (a) o anti-citoqueratina (b) o solo con PBS en lugar del anticuerpo
primario especifico (c). En todos los casos las tinciones fueron reveladas con un anticuerpo anti-
IgG de ratdn peroxidado empleando como sustrato diaminobencidina.
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Figura 10. El LPS inhibe la expresion del IkBNS e induce la expresion de la IL-6 en
CPMCAr. Los CPMCAr fueron estimulados con LPS (1, 10, 100 ng/mL) y se analizé el
cambio en la expresion del regulador del NF-kB, IkBNS (a) y el de la citocina IL-6 (b)
respecto al control sin estimulo SE. *** P<0.001, n=3 experimentos independientes.
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Figura 11. EL LPS inhibe la expresion del IxkBNS e induce la expresion de la IL-6 en
CPMCAr de una manera dependiente del tiempo de estimulo. Los CPMCAr fueron
estimulados con LPS (1, 10, 100 ng/mL) y se analizé la expresion del 1kBNS (a) y la citocina
[L-6 (b) de la misma manera que en el experimento anterior. * P<0.05, ** P<0.01, *** P<(0.001
vs control (SE), n=3 experimentos independientes.
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En paralelo se llevo a cabo la induccion de los CPMCAr con LPS (100 ng/mL)
de una manera dependiente del tiempo del estimulo durante 0, 0.5, 1, 2, 4, y 6 h. Este
tratamiento indujo la subexpresion del IkBNS en comparacion con el control SE, hasta
las 4 h, estabilizdndose a las 6 h (Figura 11a). La expresién de IL-6 se observo
incrementada a partir de las 2 h de tratamiento y tuvo un pico maximo de expresion a
las 4h (Figura 11b). En conjunto ambos resultados indican que el LPS en CPMCAr
reprime la expresion del [kBNS mientras induce la de la IL-6 de una manera dosis
dependiente y tiempo dependiente.

12.3 La IL-10 induce la expresion del IkBNS en CPMCAr estimulados con
LPS.

Para probar el efecto de la [L-10 sobre los CPMCAr estimuladas con LPS, las
células de los CPMCAr fueron crecidas en presencia de IL-10 (1, 10, 100 ng/mL)
durante 14 h y posteriormente retadas con LPS a 100 ng/mL. La IL-10 mostro6 ser
capaz de inducir la expresion del [kBNS tinicamente en presencia conjunta con el reto
con LPS, siendo la dosis de 100 ng/mL de IL-10 (la mayor dosis probada) la mas
efectiva en la induccion de la expresion del IkBNS en los CPMCAr (Figura 12a). La IL-
10 a su vez tuvo un efecto inhibidor en la expresion de la IL-6 de una manera dosis
dependiente (Figura 12b). Sin embargo, la presencia exclusiva en el cultivo de IL-10 al
tiempo probado no indujo significativamente la expresi
on del IkBNS ni la inhibicién de la expresion de la IL-6 en comparacion con las células

de los CPMCAr sin estimulo (SE).
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Figura 12. LaIL-10 induce la expresion del IkxBNS en CPMCAr estimulados con LPS.

Los CPMCAr fueron estimulados con IL-10 (1, 10, 100 ng/mL) por 14 h y posteriormente se
llevé a cabo el reto con LPS (100ng/mlL) por 4 h. Finalmente se analiz6 el cambio en la
expresion del regulador del NF-xB, IkBNS (a) y el de la citocina IL-6 (b) respecto al control sin
estimulo SE. Los datos son reportados como la media + DS del cambio en la expresion de los
genes problema respecto al control sin estimulo (SE). * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001 vs

control (SE), n=3 experimentos independientes.



13 DISCUSION

De acuerdo con las estadisticas globales, la primera causa de mortalidad y
morbilidad infantil es ocasionado por la induccién del trabajo de parto pretérmino. El
inicio del trabajo de parto pretérmino induce un nacimiento prematuro, se le
denomina asi cuando, en el caso del humano, el producto nace antes de las 37, en
lugar de las 40 semanas normales 133. En porcentajes, el trabajo de parto pre término
se traduce en aproximadamente el 6-10% de todos los embarazos a nivel mundial; lo
cual ocasiona mas del 75% del indice de morbilidad y mortalidad perinatal 134, En
numeros reales se calcula que anualmente en el mundo nace un estimado de 13
millones de infantes antes de las 37 semanas de gestacion 135, de los cuales 3 millones
mueren como resultado de la induccién temprana del trabajo de parto 136, Todos
estos datos indican que se ha alcanzado un incremento del 20% en la incidencia del
inicio del trabajo de parto pretérmino desde 1990 137. A pesar del progreso que se ha
tenido en este campo del conocimiento, la falta de la identificacién de los mecanismos
que limitan y regulan el disparo del parto ha segregado la prevencion el diagnostico y

el tratamiento del trabajo de parto prematuro como tépico de interés en salud publica.

En este trabajo se obtuvieron cultivos primarios de membrana corioamniética
de rata (CPMCAr) debido a que las membranas fetales se consideran uno de los tejidos
clave en el desarrollo del embarazo normal asi como en la patofisiologia infecciosa o
no infecciosa asociada al trabajo de parto pretérmino 138139, Estos CPMCAr resultaron
positivos para vimentina y negativos para citoqueratina lo que indica que estas células

tienen un origen mesenquimal lo que implica que se trabajé con fibroblastos de
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membrana corioamni6tica (Figura 9), dato relevante ya que se ha demostrado que
puede existir un comportamiento diferencial frente a distintos estimulos en células de
origen mesenquimal (+ vimentina, -citoqueratina) comparado con células de origen

epitelial (-vimentina, + citoqueratina) en cultivos primarios de membranas fetales 14,

Los CPMCAr obtenidos fueron capaces de inducir la expresion de la IL-6 frente
al reto con LPS (Figuras 10b y 11b). En este sentido se entiende que las infecciones
pueden participar en el disparo del inicio del trabajo de parto pretérmino 141 La
presencia de infecciones intrauterinas y en tejidos embrionarios, asi como la
liberacién de lipopolisacarido (LPS) y otros productos bacterianos se asocian con la
elevada concentracion de citocinas que pueden ser detectadas en el fluido amniético
de embarazos con infecciones intrauterinas 142143, Adicionalmente se ha establecido
con anterioridad que la inoculacién de LPS via intrauterina en modelos de rata induce
el pre término del embarazo 144. Nuestros resultados corroboran el hecho de que las
células provenientes del corion y el amnios son capaces de sintetizar y liberar
mediadores inflamatorios, dentro de los que se encuentran las citocina IL-6 145-147,
Ademas, la IL-6 es una de las citocinas mas abundantes en el fluido amni6tico 148 y uno
de los marcadores pro-inflamatorios que se incrementan hacia el inicio del trabajo de

parto normal o pretérmino 149.150,

La clave para resolver el inconveniente que representan los nacimientos
pretérmino debe recaer en la obtencion de un mejor conocimiento de los procesos
involucrados. Diferentes lineas experimentales soportan la hipdtesis de que el indice

de citocinas Th-1 (inflamatorias) con respecto a las citocinas Th-2 (anti-inflamatorias)
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es critico para el desarrollo normal del feto 33151, Al parecer cuando este cambio es
anormal o no es correctamente regulado, puede iniciar e intensificar la cascada de
producciéon de citocinas inflamatorias involucradas en el término adverso del

embarazo 152,

El NF-kB es un factor transcripcional canénicamente asociado a la induccién de
la expresion de genes inflamatorios 1°3. La mayoria de las funciones de este factor
transcripcional son completamente dependientes de la activacion de los complejos de
cinasas citoplasmaticas IKK, lo cual lleva a la degradacion de los IxBs clasicos y como
consecuencia se translocan dimeros especificos del NF-«kB hacia el nucleo, los cuales
en general actiian como factores transcripcionales. Sin embargo a pesar de este bien
establecido mecanismo de accién, diferentes publicaciones han demostrado que
algunos miembros de esta via metabdlica tienen funciones adicionales en el nucleo
como reguladores de la expresion de genes dependientes del NF-«B 154, En el presente
trabajo el reto de los CPMCAr con LPS suprimio6 la expresion basal del [kBNS, mientras
que indujo la expresion de IL-6 (Figuras 10 y 11). El IkBNS es un regulador no
convencional del NF-kB, el cual modula negativamente la expresiéon de genes

dependientes del NF-kB y mas especificamente la expresion de la IL-6 122,

En la via de sefializacién del TLR-4, la via dependiente de TRIF es responsable
de la induccion de IFN- y de genes inducidos por IFN a través de IRF-3, mientras la
via dependiente de MyD88 media la induccion de diferentes genes dependientes del
NF-kB 155, Un estudio con ratones carentes de IkB{, otro miembro de la familia de IxBs

nucleares, ha demostrado que los genes dependientes de MyD88 se dividen al menos
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en dos tipos; uno inducido tempranamente e independiente de IkB{ y un segundo
grupo el cual es inducido tardiamente y es dependiente de IxkB{ 114. La expresion del
gen de la IL-6 es considerado de respuesta tardia. El IxkB( regula positivamente a la IL-
6 en macrofagos IkBNS-/-. Por tanto el IkBNS tiene funciones opuestas al 1kB{. En
nuestro sistema fuimos capaces de determinar que la expresion del [kBNS es inhibida
por el reto con LPS a nivel de mensajero, sin embargo se requiere ampliar el estudio
para determinar si el IkB{ puede funcionar como co-activador en la induccién de la
expresion de la IL-6 en los CPMCAr obtenidos, fendmeno que también logramos
observar. Esto implica que para la produccién de IL-6 en los CPMCAr se requiere la
subexpresion del [kBNS y deja abierta la posibilidad de que en estas mismas células la
induccidn de la expresion de IL-6 dada por el reto con LPS requiera de la presencia de

[kB({ como co-activador transcripcional.

La IL-10 fue originalmente descrita como un factor producido por las células T
cooperadoras de clase 2, la cual suprimia la produccion de las citocinas inflamatorias
asi como la proliferacion de las células cooperadoras de clase 1 156, Diferentes
reportes han demostrado que la IL-10 puede ser producida por diferentes tejidos

gestacionales 47.157.158,

En modelos de rata la IL-10 se muestra efectiva en la prevencién del
nacimiento prematuro, la pérdida fetal y bajo peso al nacer, todos consecuencia del

disparo temprano del trabajo de parto debido a la inoculacién intrauterina de LPS

159,160
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Continuando en la ténica del paradigma Th1/Th2 y la regulaciéon de la
produccién de citocinas inflamatorias, durante el desarrollo del embarazo, se ha
identificado que el IkB nuclear IkBNS regulador negativo del NF-xB, puede ser
inducido por la presencia de la citocina IL-10 en el micro ambiente celular 122. Algunos
trabajos ya han reportado que la IL-10 inhibe la expresién de la IL-6 en células
obtenidas a partir de las membranas corioamnidticas estimuladas con LPS ¢! y que
ademas este efecto solo se logra ver cuando se estimula a estas células conjuntamente
con IL-10 y LPS, lo cual explicaria por qué en nuestros hallazgos no fuimos capaces de
identificar la inhibicién en la expresién basal de la IL-6 o el aumento de la expresion
del IkBNS en los CPMCAr cuando eran estimulados unicamente con IL-10. Sin
embargo se encontré que la IL-10 induce la expresion del IkBNS cuando a su vez se
reta también con LPS a los CPMCAr (Figura 12). Esto debe implicar que para que se
lleve a cabo la induccién en la expresion del regulador IkBNS en estos cultivos
primarios, se requiere de algin elemento en la via de sefializacion, en nuestro caso

probablemente del TLR-4.

Todos los hallazgos presentados en este trabajo enmarcan un panorama
novedoso al respecto de los IkBs no clasicos en los tejidos gestacionales, los cuales
muy probablemente rigen el programa de regulacion de la produccion de citocinas en

el embarazo.

Finalmente un reporte reciente sugiere que en un modelo in vitro el Bcl-3 (un
IkB no clasico) inducido por la IL-10 es capaz de reducir la actividad del 1kB( inducida

por el LPS, inactivando al factor transcripcional-«B, lo cual merma la capacidad del
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[kBC para promover la produccién de la IL-6 inducida por el LPS 161, En analogia con
nuestro sistema, es muy probable que en estos CPMCAr el [kB{ sea requerido como un
co-activador transcripcional en la produccion de la IL-6 inducida por el reto con LPS,
lo que en paralelo induce la subexpresién del IkBNS (observado en este trabajo).
Ademas, el estimulo de estas células con IL-10 mostro ser capaz de inducir al IkBNS
frente al reto con LPS, lo que probablemente sugiere implica la inhibicion del IxkB{. Sin

embargo esto es solo una sugerencia que debe, evidentemente, ser comprobada.
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14 CONCLUSIONES

En conclusion, los CPMCAr obtenidos en este trabajo a partir de la digestion
enzimatica con colagenasa y dispasa, muestran un origen mesenquimal, es decir son
fibroblastos de membrana corioamnio6tica. Estas células muestran una represién en la
expresion del [kBNS al ser retadas con LPS. Mientras que la estimulacion con IL-10 y
posterior reto con LPS muestra un efecto inductor sobre la expresion del IkBNS,
siendo finalmente la expresion de este regulador no candnico del NF-«kB la que
probablemente limita la producciéon de IL-6 ya antes reportada en este tipo de

cultivos.
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