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Desarrollo de un modelo experimental para la caracterizacion de la respuesta
funcional del corioamnios humano
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RESUMEN

Objetivo: Este estudio fue disefiado para validar y caracterizar un modelo de cultivo de
membranas corioamnioéticas (MC) humanas que permita mantenerlas integras, viables y
reproducir su capacidad de respuesta como tejido, que separa al compartimiento materno-
fetal ante diversos estimulos asociados al proceso infeccioso.

Material y métodos: Se utilizaron MC de mujeres con 37-40 semanas de gestacién, sin
trabajo de parto activo, ni sefiales clinicas y/o microbiolégicas de infeccion cervicovaginal.
Las MC fueron sujetadas a una placa de cultivo tipo transwell, que permitié la formacion de
dos compartimentos independientes delimitados por la membranas que se mantuvieron en
cultivo 96 h, se evaluo la integridad estructural mediante resistencia eléctrica transepitelial
y analisis histologico. La funcionalidad se midi6 estimulando de manera independiente o
cunjunta amnios y/o corion con 500 ng/mL de lipopolisacarido o 5 ng/mL de IL-1B y
cuantificando la secrecion de TNFa por ELISA y de Metaloproteasa-9 (MMP-9) por zimografia,
respectivamente.

Resultados: Las diferentes poblaciones celulares de las MC se mantuvieron metabdlicamente
viables en el cultivo; los parametros de integridad indicaron que no presentan cambios morfo-
estructurales significativos. El estimulo con IL-1p induce secrecion diferencial de MMP-9, que
en corion alcanz6 su maximo a la 4 h y en amnios a las 24 h. La estimulacion selectiva con
lipopolisacarido indujo la sintesis diferencial de TNFa, siendo el corion el principal productor
con aproximadamente 60%.

Conclusiones: El sistema de cultivo de MC propuesto, permite estudiar cuantitativa y
cualitativamente la contribucion de las distintas poblaciones celulares del corioamnios en la
respuesta ante el estimulo diferencial con agentes inmunolégico-infecciosos.

PALABRAS GUIA: Membranas fetales, corion, amnios, infeccidn intrauterina, IL-1 B,
TNFa.
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INTRODUCCION

El embrion humano desarrolla durante el
embarazo tejidos extraembrionarios accesorios
que incluyen a la placenta y a las membranas
corioamnidticas (MC), que en conjunto
proveen al producto de diferentes mecanismos
de intercambio, proteccién y control de las
relaciones con su medio ambiente. Las MC
delimitan la cavidad amnidtica y estan
constituidas por dos capas histoldgicas
adosadas, denominadas amnios y corion, cada
una de las cuales esta formada por diferentes
tipos celulares embebidos en una prominente
matriz extracelular, cuyo principal componente
es la colagena, de la cual derivan su fuerza y
elasticidad.!

Las MC son una identidad anatdmica
sumamente compleja y dindmica que secretan
diferentes sustancias hacia el liquido amnidtico
y son capaces de responder a diferentes senales
bioquimicas provenientes tanto del producto
como de la madre.?

Uno de los eventos que caracteriza a las
etapas tardias del trabajo de parto normal es la
ruptura de las MC, que junto con las
contracciones uterinas y la dilataciéon del cuello
del cérvix, preceden a la expulsion del producto.
En la mayoria de los partos, las membranas
permanecen integras hasta que el cuello
uterino desarrolla dilatacion avanzada, sin
embargo, en algunas mujeres la ruptura de
estas estructuras se presenta en ausencia de
todos los demas eventos que caracterizan el
trabajo de parto, situacién que se denomina
ruptura prematura de membranas (RPM).
Esta patologia obstétrica se presenta en
pacientes con mas de 20 semanas de embarazo
y complica entre 5 y 10% del total de los
embarazos en todo el mundo.??

Tanto el mecanismo normal que condiciona
la ruptura de las MC, como el que promueve la
RPM son aun poco entendidos; sin embargo,
a lo largo de los ultimos anos se ha conformado
un panorama explicativo mas extenso que
permite entender que la RPM tiene un origen
multifactorial.*’

Dentro de los factores que se han asociado de
manera mas directa con el desarrollo de la RPM,
destaca la presencia de una infeccidén cervico-
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vaginal o intrauterina, que puede explicar hasta
la tercera parte del total de los embarazos
complicados con RPM.* Existen suficientes
evidencias de que los microorganismos
patogénicos existentes en cérvix y vagina pueden
ascender hacia la regién coriodecidual vy
eventualmente penetrar a la cavidad amnidbtica.
En cada uno de estos puntos de contacto se
disparan una red de senales que coordinan la
defensa contra la infeccidn, pero
desafortunadamente, también producen dano
colateral a las MC que podria terminar en RPM.’
Parte de estas senales incluyen la secrecion de
citocinas, tales como: IL-13, TNFa, IL-8 e IL-6
las cuales a su vez inducen la producciéon de
factores uteroténicos como prostaglandinas E2
(PGE2) y F,, (PGE,)'""!" y de metaloproteasas
de matriz extracelular (MMP, por sus siglas en
inglés) como la colagenasa tipo IV de 92 kDa o
MMP-9 y la colagenasa IV de 72 kDa o MMP-2.
A estos ultimos mediadores se les considera
como los efectores del dano a las MC, ya que su
actividad alterada resulta en la degradacion de
la matriz extracelular que mantiene la arqui-
tectura del corioamnios.!?!3 Sin embargo, y a
pesar del avance en el entendimiento de la
fisiopatogenia de la RPM, no es claro ain cémo,
cuando y en qué magnitud contribuyen, cada
una de las poblaciones celulares de las MC, en la
produccién de los
funcionales que median las respuestas que al
final se manifiestan en RPM. Por lo anterior,
decidimos disenar, validar y estandarizar un
sistema de cultivo de MC que permita
mantenerlas integras, viables y funcionales, de
modo que corion Yy puedan ser
estimulados con componentes del proceso
infeccioso e inflamatorio en forma simultanea,
independiente y selectiva, y poder asi analizar la
respuesta funcional de ambas regiones.

diferentes mediadores

amnios

MATERIAL Y METODOS

1. Cultivo de membranas corioamnidticas hu-
manas.
Se utilizaron membranas corioamnidticas
de mujeres con indicaciéon de cesarea, con
edades gestacionales entre 37 y 40 semanas,
sin evidencia de trabajo de parto activo ni
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antecedentes o caracteristicas clinicas y/o
microbiol6gicas de infeccidén cervicovaginal,
coriodecidual y/o intraamnidtica. Este
proyecto fue evaluado y aprobado por los
Comités de Investigacién y Etica del
Instituto Nacional de Perinatologia (Cdédigo
212250-06101).

Las membranas fueron transportadas al
laboratorio en Medio de Tagle modificado
por Dulbecco (DMEM) estéril (Gibco BRL,
Bethesda, USA), en condiciones de esteri-
lidad. Fueron lavadas en solucién Hanks 1X
(Gibco BRL, Bethesda, USA) para remover
los coagulos adheridos; posteriormente
fueron cortadas manualmente en discos de
18 mm de diametro y colocadas sobre una
pieza de Transwell® (Costar, Acton, USA)
de 12 mm de diadmetro, en donde fueron
sujetadas con una liga de silicon estéril. Con
este sistema se formaron dos camaras
independientes, en donde el corion quedd
hacia la cara superior y el amnios hacia la
cara inferior, lo que permitié estimular y
analizar en forma selectiva la respuesta en
ambos lados de la membrana.

En cada una de las dos camaras se puso 1 mL
de medio de cultivo DMEM suplementado
con 10% de suero fetal bovino (SFB), 1 mm
de piruvato de sodio, 100 U/mL de
penicilina, 100 pug/mL de estreptomicina y
10 wg/mL de anfotericina B/Gibco, BRL,
Bethesda, USA).

Los explantes se incubaron a 37 °C en una
atmosfera con 5% de CO, el medio
suplementado con SFB se recambié cada 24
h, por un periodo de 48 h. De 20 a 24 h antes
de los experimentos, los explantes fueron
cultivados en DMEM suplementado, con
0.2% de hidrolizado de lactoalbumina
(LAH), 1 mM de piruvato de sodio, 100 U/
mL de penicilina, 100 ug/mL de estrepto-
micina y 10 ug/mL de anfotericina B (Gibco,
BRL, Bethesda, USA).

. Pruebas de validacion del modelo.

a) Viabilidad
Fue determinada con una prueba colori-
métrica, la técnica esta basada en la
transformacion mediante una deshidro-
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genasa mitocondrial del compuesto azul
de tetrazolio (XTT) en una sal de formazan,
esta conversion s6lo puede ser hecha por
células metabdlicamente activas'* (Boeh-
tinger, Manheim Germany). Brevemente:
200 puLL de wuna mezcla del reactivo
(acoplador de electrones — sal XTT 1:50)
fueron agregados al medio de cultivo, en el
que se encontraban las membranas, por
un periodo de 1 h a 37 °C. La conversion
metabodlica fue evidenciada por el cambio
de color en el medio, el cual fue cuantificado
espectrofotométricamente a 475 mm. La
prueba se hizo en ambas caras de las
membranas montadas en el transwell.

b) Integridad

Para medir la integridad fisica y permea-
bilidad de las membranas en cultivo se
calculé la resistencia eléctrica trans-
epitelial/RET)."”" En esta técnica se utilizo
como soporte un filtro de nitrocelulosa
de 13 mm de diametro, sobre el que se
coloc6 el explante entre dos camaras de
Lucita® (llenas de medio DMEM) de
una camara de Ussing (UNAM, México);
una vez montada la membrana y
mediante dos electrodos de plata, se aplico
un pulso de 20 pAmp en la cara del corion
y la deflexién del voltaje fue medida en la
cara amniotica. La RET fue medida cada
24 h, por un periodo de cuatro dias de
cultivo. Los calculos se hicieron con base
en la Ley de Ohm y la contribucién del
filtro y del medio fueron restadas.

R = AV (14.135)Q [em?]

Donde:

R = Resistencia

AV = Voltaje final (Vf) — Voltaje inicial (Vi)

14.135 = Constante resultado de la relacion entre el
area total sometida a la corriente (0.02827 cm?) y el

amperaje (20x10° amp).

¢) Funcionalidad
Para determinar la capacidad de las MC
para responder a estimulos funcionales,
fueron estimuladas selectivamente con 5
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ng/mL de IL-13 (R&D Systems, Minne-
apolis, USA) en corion y amnios, para
poder cuantificar el efecto de esta citocina
sobre la secrecion al medio y actividad de
la MMP-9, la cual se midiéo a través de un
curso temporal a las 2, 4, 8, 12 y 24 h
después del estimulo inicial mediante
zimograma (ver detalle de la técnica mas
adelante).

3. Microscopia

La integridad anatdémica del tejido fue
analizada a lo largo de la 96 h que durd el
periodo de cultivo. Las mismas membranas
utilizadas para medir la RET fueron fijadas
en buffer de Karnovsky, pH 7.3 (cacodilato
de sodio 0.1M, glutaraldehido al 2.5%) y
posteriormente incluidas en EPON; se
hicieron cortes semifinos de 1lum, que
fueron analizados mediante microscopia
de luz.

. Estimulacién de las membranas en cultivo
con lipopolisacarico (LPS)

Con el fin de estabilizar el tejido después de
la manipulacién y antes de la estimulacion,
los explantes fueron preincubados por 48 h
con DMEM-SFB. Después de este tiempo
fueron estimulados con 500 ng/mL de LPS
de Escherichia coli 055:B5 (Sigma, St. Louis,
USA).

Cada experimento montado en el sistema
de Transwell incluy6 las siguientes moda-
lidades de estimulacién por triplicado:
Basales: Membranas control las cuales
tanto corion como amnios fueron tra-
tados unicamente con 100 wl de solucién
salina (vehiculo); Ambos: E1 LPS fue
anadido simultidneamente a ambos
compartimientos, Corion: El LPS fue
anadido tunicamente a la cara del corion
y, Amnios: El LPS fue anadido tnicamente
al compartimento en contacto con el
amnios.

Los medios de ambas camaras fueron
colectados 24 h después y se guardaron a -70
°C hasta su uso. La concentracion de
proteinas en todas las muestras fue calculada
con el método de Bradford.

Respuesta funcional del corioamnios humano

5. ELISA

La concentraciéon de TNFa en el medio de
cultivo fue cuantificada mediante ELISA
tipo sandwich en microplacas de 96 pozos
(Nunc Maxisorp, Denmark). La citosina se
inmovilizé con 500 ng/pozo de anticuerpo
monoclonal anti TNFa humana (R&D Sys-
tems, Minneapolis, USA), las placas fueron
incubadas a 4 °C toda la noche. El anticuerpo
que no se unié fue removido lavando la
placa con buffer de fosfatos a pH 7.4 con
0.05% de Tween 20 (PBS-Tween). La
microplaca fue bloqueada con 300 wul por
pozo de PBS con 1% de BSA, 5% de
sacarosa y 0.05% de NaN, por 3 h a
temperatura ambiente (TA). Se hizo una
curva estandar usando TNFa recombinante
humana (R&D Systems, Minneapolis,
U.S.A.); la sensibilidad de la curva fue de
3.91 pg/mL en un intervalo lineal de 5.0 a
500 pg/mL. 100 uL. de cada estandar o
muestra fueron incubados toda la noche a 4
°C, las microplacas se lavaron nuevamente
tres veces y se incubaron con 25 ng/pozo del
anticuerpo policlonal-biotinilado corres-
pondiente (R&D Systems, Minneapolis,
USA), por 2 h a TA, después de lavar tres
veces la microplata, ésta fue incubada con
9.0 ng/pozo de conjugado streptavidina/
fosfatasa alcalina (Gibco BRL, Bethesda,
U.S.A.) por 1.5 h a 37 °C; para generar la
reaccion colorimétrica que fue leida a 450
nm en un lector de microplacas
(DYNATECH MR 500), se agregaron a
cada pozo 100 ug de p-nitrofenilfosfato como
substrato (Sigma, St. Louis, USA).

. Zimografia

La presencia y actividad de la MMP-9 se
hizo mediante un ensayo de zimografia.
Los geles de poliacrilamida al 8% se
copolimerizaron con gelatina a una
concentracion de 1 mg/mL. La electroforesis
se corri6 a un amperaje constante de 10 mA
por gel, en condiciones no desnaturalizantes;
se usaron 0.5 ug de proteina por muestra en
cada experimento. Fue incluido en cada gel
un estandar de actividad para MMP-2 y
MMP-9 obteniendo de una linea celular
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U937 de promielocitos (ATCC, Tockville,
MD, U.S.A.). Los geles se lavaron en una
solucién al 2.5% de triton X-100 por 30
minutos y posteriormente se incubaron
durante 18 h a 37 2C en buffer de actividad a
pH 7.4 (50 mM Tris base, 0.15 M NaCl, 20
mM CaCl, y 0.02% de azida de sodio). Los
geles se tineron con azul de coomasie R-
250.

Para cuantificar la actividad gelatinolitica
de la MMP-9, a cada gel se le hizo un analisis de
densitometria con el software NIH-Image
vl.6 8 (NIH, Bethesda, USA). La actividad
litica es estimada como el area de cada
banda.

7. Analisis estadistico
La comparacion entre los diferentes grupos
se hizo mediante prueba de Kruskal-Wallis
en las que una p < 0.05 fue considerada
significativa, todos los experimentos se
hicieron por quintuplicado.

RESULTADOS

Al utilizar el sistema de cultivo de las
membranas corioamnidticas sobre la unidad
de Transwell permitié la formacién de dos
compartimentos independientes (Figura 1).
De esta forma se pudieron hacer las diferentes
pruecbas de validaciéon y la estimulacién con
LPS, logrando, asi, analizar el comportamiento
del corion y del amnios por separado.

La prueba de viabilidad mostré que las
poblaciones celulares, tanto del corion como
del amnios, se viables 'y
metabdlicamente activas durante las 96 h que
durd el periodo de cultivo (Figura 2).

La prueba que permitié evaluar la integridad
de las membranas demostré6 que a lo largo de
los cuatro dias, las membranas no presentaron
diferencias significativas en los valores de RET
(Figura 3).

Las mismas membranas que fueron utili-
zadas para la prueba de RET fueron procesadas
mediante técnicas histoldégicas estandar vy
permitieron comprobar que las diferentes
regiones que las conforman, mantuvieron la
arquitectura estructural tipica de un corio-
amnios integro (Figura 4).

mantuvieron
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Figura 1
Sistema de cultivo de membranas
corioamnioticas humanas en el que se
forman dos compartimentos independientes:
el corion queda hacia la cara interna de la
unidad de transwell y el amnios hacia la cara
externa. Este sistema permite reproducir
diferentes puntos de contacto entre
distintos estimulos y las diferentes
poblaciones celulares de las membranas, asi
como el analisis de las respuestas en forma
separada e individual

Corion

Transwell

Amnios

Figura 2
Viabilidad de las membranas
corioamniodticas en cultivo. La prueba
colorimétrica se realizé6 cada 24 h durante
los cuatro dias. La viabilidad se midié en
forma independiente, pero simultanea en

corion y en amnios (n = 5; * p < 0.05)
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Figura 3
Integridad fisica y permeabilidad de las
membranas corioamniéticas, medida
mediante la resistencia eléctrica
transepitelial (RET) durante las 96 horas de
cultivo (n = 5; *p < 0.05)
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Figura 4
Integridad anatéomica de las membranas.
Analisis por microscopia de luz de cortes
histolégicos semifinos de explantes, con Oh y
96h en cultivos tenidos con azul de toluidina
al 0.1%. i) Epitelio amniético; ii), iii) Capa
compacta del amnios, constituida
principalmente por colagenas tipo I, III; IV,
V, VI y fibronectina, organizadas en una red
tridimensional sobre la que descansa la
fuerza y capacidad tensil de las membranas;
iv) Zona de células mesenquimatosas y
fibroblastos que secretan las colagenas
intersticiales de la capa compacta o
intermedia, la cual permite que el amnios se
deslice sobre el corion; v) Poblacién de
trofoblastos del corion
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El corion secret6 MMP-9 en respuesta al
estimulo con IL-1f (Figura 5A). El analisis
densitométrico de la zimografia indicé que,
comparado con las condiciones control (0 h), el
corion increment6é al doble la cantidad de
enzima secretada después de 4 h, concentracion
que se mantuvo sin cambio hasta las 24 h.

El amnios respondié en forma proporcional
al tiempo del estimulo, presentando el maximo
hasta las 24 h, tiempo en el que secretdé hasta
siete veces mas enzima, comparado con el
control (0 h) (Figura 5B).

Figura 5§

Respuesta funcional de las membranas ante el
estimulo selectivo con 5 ng/mL de IL-1f,
medida en funciéon de la produccion de MMP9
en corion (A) y amnios (B), a lo largo de
distintos periodos de incubacion. Cada barra
corresponde al analisis densitométrico de las
bandas liticas generadas en el zimograma, en
la figura se muestra un gel representativo
(n = 5; *p < 0.05)
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Figura 6.

Produccién in vitro de TNF-o por las
diferentes regiones de las membranas
corioamnioticas, después de la estimulacién
selectiva con 500 ng/mL de LPS. Las cuatro
modalidades de estimulacién fueron: i)
control de corion (C) y amnios (A); ii) am-
bos: en la cual C y A fueron estimulados
simultaneamente; iii) corion: sd6lo C fue
estimulado; y, iv) amnios: s6lo A fue
estimulado. (n =5, *p < 0.05)
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A Modalidad de
estimulacion

Comparado con los controles, la
estimulacion de las membranas con LPS indujo
produccidén significativa de TNFa en ambos
compartimentos; sin embargo, el LPS indujo
en el corion una respuesta de hasta dos veces
mayor que la que presentd la region del amnios
(Figura 6).

DISCUSION

Existe suficiente evidencia en la literatura
para establecer la relacién causal entre la
respuesta a un proceso infeccioso en el tracto
genital femenino y el desarrollo de RPM.% A
este respecto, la respuesta de los diferentes
componentes del corioamnios, a productos
bacterianos y estimulos inmunolégicos o
infecciosos, ha sido demostrada en distintos
estudios, los
preparaciones celulares de corion y amnios!® o
membranas enteras,!” en donde no se han
preservado las relaciones e integridad
anatomica de las mismas. En estos estudios,

cuales se han enfocado a

células aisladas del corion, estimuladas con
IL-1, TNFa o LPS, respondieron produciendo
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IL-816 y citocina (que también es secretada
como respuesta a la estimulacién directa con
estreptoco del grupo B).!®

En wun estudio similar, preparaciones
celulares de amnios tratadas con IL-13, TNFa o
LPS, producen IL-6;'® también se ha de-
mostrado que el contacto directo con Streptococ-
cusagalactiae, Escherichia coli, Bacilus fragilis, Mycoplasma
hominis o Streptococcus aureus, induce a estas células a
biosintetizar IL-6 e IL-8, pero no otras citocinas
proinflamatorias como TNFa o IL-1(."

Otros reportes han mostrado que mem-
branas enteras pueden expresar diferentes
citocinas en respuesta a la estimulacién con
LPS, en donde, a nivel de la trascripcién se
favorece la expresion del ARNm de IL-1B,
exclusivamente del lado del corion; sin em-
bargo, la proteina se logra inmunolocalizar en
ambas caras de la membrana.l

Es en este punto en el que es clara la ventaja
de contar con un modelo experimental in vitro,
en el cual las membranas en cultivo se
mantengan integras y viables para mantener
las distintas vias de senalizacién intra-
membranosas, asi arquitectura
estructural que existen in vivo. De esta forma, se
puede analizar, cualitativa y cuantitativamente
la contribucién especifica de las diferentes
poblaciones de las membranas fetales a una
red de respuestas que se entablan ante un
ambiente inflamatorio.

Existen antecedentes que demuestran que
las posibilidades de anélisis de las diferentes
respuestas son mas amplias y completas en
modelos en los que las MC se mantienen
integras. Por ejemplo, de esta forma se pudo
demostrar que
atravesar las MC de un extremo a otro*?!' y que,
el estimulo con distintos productos bacterianos
en un lado de la membrana se traduce en la
sintesis de prostaglandinas en la cara opuesta.?

El modelo que presentamos en este articulo
preserva integras, viables y funcionales a las
membranas; al mismo tiempo que mantiene
la disposicion anatémica y espacial que las
identifica, como una barrera fisica entre el
materno y el producto. Una
consideracién importante para la evaluacién
de este modelo es la conservacién de la

como la

diversas citocinas pueden

utero
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estructura mecanica durante el periodo de
cultivo, lo que fue evaluado de dos maneras: la
primera, siguiendo cambios en la conductancia
del tejido con RET y que de existir pérdida de
la continuidad estructural, deberia reflejarse
como disminucién subita de la resistencia al
paso de la corriente; y la segunda, mediante la
verificacion de manera directa la permanencia
de la estructura histolégica.

Tal y como se demostrd, la resistencia al
paso de la corriente eléctrica de las membranas
modificé periodo de
observacién, lo anterior correlacioné con el
aspecto histologico, que aunque mostré algunos
cambos en la celularidad, no mostré6 mo-
dificaciones compatibles con la formacién de
espacios de pérdida de solucion.

Todo lo anterior implica que en este sistema
de cultivo, tanto corion como amnios forman
compartimentos separados e independientes,
tal y como sucede in vivo. Este modelo permite
entonces, estimular selectivamente una o
ambas caras de la membrana y analizar la
respuesta simultianea o independiente de todas
las poblaciones celulares que la conforman.
Por otro lado, la evidencia de que las
membranas reducen activamente al
compuesto XTT, confirma que éstas mantienen
su viabilidad durante el periodo experimen-
tal, lo que también se refuerza con la
demostracion de que son capaces de responder
al estimulo con LPS, sintetizando TNFa.

Las membranas responden al estimulo con
LPS, secretando cantidades variables de TNFa
en ambas regiones de la membrana, secrecidon
que aparentemente depende del sitio inicial
que fue estimulado con la endotoxina. La
secrecion de TNFa es dirigida mayorita-
riamente por el corion, sin embargo, el amnios
reveld tener una capacidad intrinseca para
secretar este factor proinflamatorio, lo que
contradice otros estudios en los que no se ha

no se durante el
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logrado caracterizar al amnios, como un tejido
capaz de producir esta citocina.” En nuestro
estudio no directamente la
expresion de los ARNm de TNFa, por lo que
no es posible concluir si la sintesis de la citosina
se puede atribuir a un solo tejido o explicar la
aparicion de la proteina en ambos lados de la
membrana, como una consecuencia del trafico
transmembranal de la misma

Por otro lado, las membranas responden a
IL-1B secretando MMP-9 al medio, y con ello
se pone en evidencia un mecanismo mediante
el cual un miembro elemental de la red de
citocinas, sintetizadas en respuesta a un
estimulo infeccioso, favorece la sintesis y
secrecion de un mediador de la degradacion
del tejido conectivo del corioamnios, y de este
modo, entender la progresion hacia la ruptura
de las membranas.> Un hecho que es
destacar es que
condiciones del ensayo realizado nunca fue
posible detectar la forma activa de la MMP-9
y los cambios encontrados deben ser referidos
a la forma de proenzima de la MMP-9
(proMMP-9). Sin duda, el mecanismo de
activacion de esta enzima es un proceso mas
complejo que no ha sido caracterizado aun.

Este modelo experimental permite también
hacer una correlacion entre los diferentes
marcadores funcionales y las distintas estructuras
celulares que
permitiendo potencialmente caracterizar la
respuesta secuencial de los diferentes tipos
celulares ante estimulos selectivos en ambas
caras de la membrana, y aunque este modelo fue
originalmente disenado para
corioamnios en un ambiente que reproduce la
respuesta inflamatoria, el potencial de uso es
muy amplio, ya que permite evaluar estimulos
de distinta naturaleza y analizar claramente cual
es la respuesta especifica de las distintas regiones
de las membranas fetales.

evaluamos

necesario durante las

conforman el corioamnios,
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Claudia Verdnica Zaga-Clavellina y cols.

ABSTRACT

Objective: This study was designed to validate and characterize a culture model of human
choriamniotic membranes (HCM) that keeps their viability, integrity and capacity to repro-
duce a response to several stimulus associated to an infectious process, as the tissue that
separates the fetal and maternal compartment.

Material and methods: We use HCM obtained after delivery by elective cesarean section.
Women with 37-40 weeks of gestation without evidence of active labor or presence of clinical
an microbiological signs of intrauterine/vaginal infection. The membranes were mounted in
transwell devices, allowing testing two independent compartments (chorion and amnion) by
physically separating the upper and lower chambers. 500 ng/mL of lipopolysaccharide was
added to amniotic or chorionic surface and secretions of TNFa was measured in both com-
partments by specific enzyme-linked immunosorbent assays and Metalloproteinase-9 (MMP-
9) secretions after stimulation with 5 ng/mL of IL-1p.

Results: The viability test showed that the different cellular populations of the HCM keep
their metabolic viability along 96 h of culture. The integrity parameters showed that the stay
without morphologic and structural changes. Functional markers showed that membranes
responded differentially to IL-1p stimulus; production of MMP-9 in chorion reached its maxi-
mum value at 4 h, while amnion reached it at 24 h. The selective stimulation of chorioamnion
with lipopolysaccharide induced a differential synthesis of TNFa; the chorion was the princi-
pal producer with approximately 60% of total TNFa.

Conclusions: The experimental model allows to study qualitatively and quantitatively the
contribution of different cellular regions of the HCM, and its response to differential stimula-
tion with immunologic agents.

KEY WORDS: Fetal membranes, chorion, amnion, intrauterine infection, IL-13, TNFa.
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