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RESUMEN

La primera etapa del embarazo humano y la prefiez murina se
caracteriza por ser pro- inflamatoria, durante ésta se da una
comunicacion entre el embrion y el Udtero mediante sefiales
moleculares, que pueden determinar el rechazo o la aceptacion del
embrion por el endometrio uterino. Una de las primeras sefiales que el
embrion envia al uUtero es la proteina interleucina 1 beta en el
endometrio para activar la produccion de moléculas que favorezcan la
implantacion.

Durante la implantacion se lleva a cabo un proceso inflamatorio en el
cual la interleucina 1 beta juega un papel importante, ya que promueve
el cambio de fenotipo de las células estromales del endometrio, asi
como le infiltracion de células inmunes en el sitio de implantacion. Sin
embargo, para que esto pueda suceder, la interleucina 1 beta debe ser
primero procesada por un complejo multiprotéico conocido como el
inflamasoma. Este complejo consta de un receptor, que se unira a la
caspasa 1 por medio de un intermediario con el propdsito de activar a
la enzima caspasa 1y escindir a la IL-1B.
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Para que se lleve a cabo la formacion de este complejo, es necesario
gue se activen y/o repriman moléculas involucradas en su expresion,
realizacion y represién, moléculas que hasta éste momento no han
sido identificadas; el objetivo de este trabajo fue analizar los niveles de
expresion de las moléculas involucradas en la formacién del complejo
inflamasoma mediante PCR en tiempo real de los dias 4.5 pc, 7.5 pc y
10.5 pc, utilizando como control la etapa de diestro del ciclo estral. Los
resultados de éste analisis mostraron que existe una expresion
diferencial de las moléculas involucradas en la formacién del complejo
inflamasoma, y da indicios de formacién de los inflamasomas de
pirina, NBIrp3 y Aim2, asi como la participacion de otros NLRs durante
la implantacion.
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ABSTRACT

The first stage of human and mouse pregnancy is characterized by
been pro- inflammatory, during this comunication between the mbryo
and the uterus molecular signals are vigen, which can determine the
acceptance or rejecton of the embryo by the endometrium of the
uterus. One of the first signals sent by the embryo to the uterus is
interleukin 1 beta protein, which is detected by the interleukin- 1 beta
receptor in the endometrium to activate the production of molecules
that favor implantation.

During the implantation is performed an inflammatory process in which
interleukin- 1 beta plays an important role, since it promotes the
phenotype change of endomertrial stromal cells as long as infiltration of
the immune cells at the site of implantation. However for this to
happen, interleukin-1 beta must first be processed by a multiprotein
complex known as the inflammasome. This complex consists of a
receptor, which will join the caspase 1 via an intermediary for the
purpose of activating the enzime caspase 1 in order to cleave IL-1B.

To carry out the formation of this complex, it's necessary to activate
and/ or repress molecules involved in its expression, signaling and
repression, molecules that until this momento have not been identified;
the aim of this work was to analyze the expression levels of molecules
involved in the formation of the inflammasome complex by real- time
PCR in days 4.5 pc, 7.5 pc and 10.5 pc, using as control the diestrus
stage of the estrous cycle. The results of this analysis showed that
there is a differential expression of molecules involved in the formation
of the pyrin inflammasome, the NIrp3 inflammasome, and the AIM2
inflammasome as well as the involvement of other NLRs during
implantation.
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MARCO TEORICO

El embarazo es un proceso fisioldgico que tiene como finalidad la creacion
de un nuevo ser, que comprende desde el momento de la implantacion hasta el
parto. Inmunoldgicamente se encuentra caracterizado por 3 etapas en las que las
citocinas juegan un papel muy importante: la primera es pro- inflamatoria en la que
existe secrecion y accion en la interface materno- fetal de las citocinas tipo Th2:
IL-4, IL-5 e IL-10, la segunda es no inflamatoria, en la que existe expresion de las
citocinas tipo Th1 como IFNy e IL-2 y la tercera es también pro- inflamatoria
(Paulesu et al.,, 2008; Figura 1). Es bien sabido que la primera etapa,
correspondiente al periodo organogenético, es la mas critica del embarazo ya que
en ésta se da el inicio del reconocimiento inmunologico del embridn, y
dependiendo de la capacidad de regulacion de la respuesta se definira el éxito o

fracaso del embarazo.

Primer Segundo Tercer
Trimestre Trimestre Trimestre

)
Inlamacion Crecimiento Inflamacion

TH: TH> TH:

Figura 1. Etapas inmunoldgicas del embarazo. Esquema que muestra el perfil de citocinas que

prevalece en cada uno de los trimestres del desarrollo embrionario (Mor et al., 2008).

La implantacion puede ser definida como “el proceso por el cual el embrién
se adhiere al endometrio, invade el estroma decidualizado y alcanza la
microvasculatura materna” (Castro-Rendon et al., 2006). La implantacion se

desarrolla en 3 periodos (figura 2):
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Aposicion: el blastocisto se posiciona con el trofectodermo de frente al
epitelio uterino. En el Utero se produce un edema del estroma, e interdigitalizacion

de las microvellosidades del epitelio luminal.

Adhesion: es realizada mediante moléculas de adhesién como integrinas,
selectinas y componentes de la matriz extracelular, para permitir la adherencia del
blastocisto. (Wang y Dey, 2006).

Invasién: el trofoblasto invade el epitelio luminal y la matriz basal
permitiendo la migracion al estroma y matriz extracelular de la lamina propia del

endometrio (Geisert et al., 2012).

El modelo de estudio in vivo por excelencia para analizar el proceso de
implantacion es el murino, debido a su duracion de la gestacion, a la facilidad de
apareamiento entre cepas y al tipo de placentacion, que al igual que en el ser
humano es hemocorial, en la cual el corion penetra el endotelio materno entrando
en contacto directo con la circulacion materna (Paulesu et al., 2008). En este
modelo el proceso de implantacion comienza a los 4.5 dias post- coito, y termina
en el dia 10.5, durante el cual la decidualizacion alcanza el dia 8.5, en el cual

comienza el desarrollo de la placenta (Figura 3; Barafiao et al., 2010).

05 15 25 25 35 45 55 65 75 85 95 105 115

Dias de embarazo [mp|antacién
Principal
Decidualizacion desarrollo
placentario

Figura 3. Primeros 11.5 dias de la gestacion del modelo murino. Se muestran los dias en los

gue se presentan los cambios del endometrio durante la implantacion (Herington y Bany, 2009).
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En el ciclo ovulatorio de los roedores el cuerpo liteo no es completamente
funcional hasta que la secrecion post- coital de prolactina, lo estimula para dar
lugar a la secrecién de progesterona (P4) durante 12-13 dias, evitando asi una
nueva ovulacion (anestro). En el dia 4.5 los niveles de estradiol (E2) aumentan, y
esto dispara el cambio en el endometrio “pre- receptivo” al estado “receptivo”, para
aceptar un blastocisto saludable y maduro, esto durara por un lapso de 24 horas,
después del cual entrara en un estado refractario (Geisert et al., 2012).

La apertura de la ventana de implantacion estd regulada por estrégeno y
progesterona, que controlan los cambios uterinos para el momento de la
implantacion. La progesterona es el ligando para dos receptores: PGRA y PGRB
(Receptores de Prostaglandina A y B), donde PGRA es esencial para la
implantacion. La invasion del trofoblasto al epitelio luminal uterino es precedida por
la secrecion por parte del embrién de estradiol para sefializar el establecimiento
del embarazo. El E2 actla a través del receptor epitelial de estrogeno tipo 1, y
estimula la liberacién de secreciones uterinas y cambios en el epitelio luminal y
glandular necesarios para la adherencia del trofoblasto, tales como alteracion en la

expresion de integrinas (Geisert et al., 2012).

Posterior a la fecundacion, en el embrion se produce un mecanismo de
espaciamiento y posicionamiento. En el dia 5, debido al aumento en la secrecién
de estradiol, la célula epitelial pierde su polaridad y en su superficie se forman

pinopodos para hacer contacto con el embrion.

Durante la peri-implantacion, el blastocisto se expande y colapsa ritmicamente
emanando su contenido de citocinas, éstas promueven cambios en el Gtero, en un
proceso que se conoce como decidualizacion, en el cual los fibroblastos del sitio
de implantacion se diferencian en células secretoras de interleucinas vy
quimiocinas (decidua), que atraen células inmunes especializadas, como las
células asesinas naturales uterinas, células T y células presentadoras de antigeno
(principalmente macrofagos, y células dendriticas (Dekel et al., 2010), para
participar en el proceso de implantacion realizando funciones especificas. Las

células T, son cruciales en la tolerancia del embrién y la invasién del trofoblasto,
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promoviendo la apoptosis del mismo y estimulando a otras células inmunes como

macrofagos deciduales e inhibiendo la citotoxicidad de las células uNK.

Las células uNK muestran un fenotipo diferente a las células NK de sangre
periférica, siendo mas cito tdxicas; su numero aumenta hasta un 70% del total de
los leucocitos uterinos durante el embarazo, y se han visto involucradas en la

remodelacion de las arterias espirales en la formacion de la placenta.

Después de la implantacion del blastocisto, las células dendriticas son reclutadas
al sitio de implantacién, y son importantes para la induccion de inmunotolerancia
materna, ademas de ser encargadas de regular la angiogénesis en la decidua. Los
macrofagos deciduales pueden clasificarse como M1 o pro inflamatorios, y M2, o
reguladores de la inflamacion; el balance de ambas poblaciones es importante
para la inmunotolerancia materna, remodelacion tisular y angiogénesis
(Yoshinaga., 2010; Lee et al., 2011).

FUNCIONES DE LA INTERLEUCINA 1 BETA EN EL EMBARAZO

Cada una de las citocinas secretadas en la interfase materno- fetal tienen una
funcién central durante la implantacion, en particular la familia IL-1 producida
principalmente por macréfagos y células dendriticas, por su papel primordial en la
inflamacion. Esta familia consta de dos agonistas: IL-1a e IL-1; tiene 2 receptores
conocidos como receptores IL-1 tipo | (IL-1R tl) y tipo I, asi como un antagonista
(IL-1Ra) y una proteina accesoria (IL-1RACcP). De los dos receptores, soélo IL-1R tl
transduce la sefal en respuesta a IL-1; su region intracitoplasmica muestra fuertes
similitudes de secuencia con la region correspondiente de los receptores tipo toll
(TLRs) identificados en mamiferos y otros vertebrados, por lo que este dominio se
conoce como TIR (Toll- IL-1R). IL-1R tl se encuentra en baja concentracion sobre

casi todas las superficies celulares, mientras que IL-1R tll se expresa sobre los
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leucocitos de la sangre y actia como un competidor con el primero (Paulesu et al.,
2008).

En humanos, la expresion de IL-1a, IL-1B3 e IL-1R tl estda documentada en el
endometrio en el transcurso del ciclo menstrual. IL-18 e IL-1R tl tienen mé&ximos
niveles durante la fase Iitea y el periodo de implantacion. En el sitio de
implantacion, ha sido detectada IL-1p particularmente en el trofoblasto velloso y

extra velloso, asi como en las células deciduales maternas (Paulesu et al., 2008).

Aunque ambos agonistas, IL-1a e IL-18, han sido mostrados en tejidos
reproductivos de diferentes especies animales, el papel de IL-1B estd mas
claramente establecido que el de IL-1a (figura 4). En ratones se ha detectado
RNAmM de IL-1B en células endometriales endoteliales en incremento desde el dia
3, alcanzando su pico maximo entre los dias 4 y 5 (Figura 4A; McMaster et al.,
1993).

Existe un sinergismo entre la Gonadotropina Corionica humana, IL-1B vy
progesterona en la produccion de cambios requeridos para la decidualizacion de
células estromales (Paulesu et al., 2008). IL-1B induce la expresion de ciclo
oxigenasa- 2 y la sintesis de prostaglandina E2, y en la presencia de hormonas
esteroideas también induce la expresion de la proteina de union al factor de
crecimiento de la insulina 1(IGFBP-1) en fibroblastos estromales de humano, asi
como de pro MMP- 3 en fibroblastos estromales de mandril. Asi, IL-1 aumenta los
niveles de MMP-3, la cual en turno degrada la matriz extracelular, afectando la
estructura del citoesqueleto (Figura 4B; Fazleabas et al., 2004). Se ha demostrado
que la integrina B3 estd expresada sobre la superficie de las células epiteliales
endometriales y estad sobre regulada por la produccion de IL-1B por parte del

embrion, lo cual favorece la adherencia e implantacion (Krussel et al., 2003).
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Figura 4. IL-1B en la comunicacién materno- embrionaria. A. El blastocisto secreta IL-1B hacia
el Gtero. La union IL-13 con su receptor en el endometrio favorece la sintesis de factores de
adherencia para el embrion (figura tomada de McMaster et al., 1993). B. La IL-1p3 favorece la
decidualizacion de las células estromales induciendo la expresion de metaloproteasas y
prostaglandinas, lo que promueve la degradacion de la matriz extracelular y rearreglos en el
citoesqueleto, asi como la sintesis de IGFBP-1, que promueve el cambio de fenotipo de la célula
(Fazleabas et al., 2004).

PROCESAMIENTO DE INTERLEUCINA 1 BETA

La produccion y secrecion de IL-1B tipicamente requiere de dos eventos
separados: el primero es el reconocimiento de una sefal externa, que estimula la
produccion de IL-1B y la maquinaria para su maduracion. La segunda sefial, que
puede darse de manera interna en respuesta a la primera sefal, tiene como
objetivo activar la maquinaria de maduracion de IL-18 mediante el procesamiento
proteolitico por accion de las caspasas para generar la forma activa de la citocina,
la cual no puede ser secretada hasta ser procesada. Al conjunto de proteinas que
actuan para este fin se le conoce como complejo inflamasoma (Johnson et al.,
2007).
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Figura 5. Procesamiento de la IL-1B. Pasol: un estimulo inicial activa la via NFkB para la sintesis
de las formas precursoras del complejo inflamasoma y de la proteina IL-1 3. Paso 2: un segundo
estimulo formaré el complejo activando la caspasa 1. Paso 3: la enzima caspasa 1 activa la IL-1,

para posteriormente ser secretada (Johnson et al., 2007).

Los inflamasomas son complejos multiprotéicos intracelulares que median
la activacion de caspasa 1. La composicion molecular de éstos, est4 dada por los
receptores intracelulares llamados tipo NOD o NLRs (Receptores tipo NOD)
(Benko et al., 2008, Stutz et al., 2009, Lamkanfi, 2011).

Los NLRs han sido identificados con base en su homologia con las
proteinas R en plantas, la cual es una gran familia involucrada en la resistencia a
patdgenos. Estos tienen una region C- terminal rica en leucina, un dominio central
de oligomerizacion y una regién N- terminal efectora que incluye el dominio pirina
(PYD), dominio de reclutamiento de caspasa (CARD) y la repeticion de la proteina
inhibidora de apoptosis del baculovirus (BIR) (Figura 5. Benko et al., 2008;
Tschopp y Schroder, 2010).

Los NLRs pueden ser ampliamente divididos en 2 grandes subfamilias: la
familia NALP que comprende los 14 NALPs que contienen PYD, los cuales son

llamados NLRP1-14. La segunda, conocida como subfamilia NOD/IPAF, incluye
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los 4 NODs- NOD1 (CARD4), NOD2 (CARD15), NLRC3 (NOD3), NLRC5 (NOD4)
y NLRX1 (NOD9)- junto con CHTA (NLRA) y NLRC4 (también conocido como
IPAF), los cuales unicamente tienen el dominio N- terminal CARD comun a la
mayoria de los NODs (Vasseur et al., 2012).

Al igual que IL-1pB, los NLRs involucrados en su maduracion se encuentran
presentes en el citoplasma de forma inactiva, hasta que un segundo estimulo
induce cambios conformacionales que exponen su dominio de oligomerizacion,
reclutando a proteinas adaptadoras mediante interacciones homotipicas entre sus
dominios PYD, una de éstas se conoce como ASC (speck protein with CARD), que
se compone de un dominio N- terminal PYD y un dominio C- terminal CARD; a
través de éste ultimo, ASC interactta con el dominio CARD de la pro-caspasa 1, el
brazo efector del complejo inflamasoma, que al hacer contacto con ASC sera
procesada a su forma activa: la enzima caspasa 1. Esta enzima escindira pro-IL-
18 a su forma madura, IL-1B. Sdélo hasta su maduracién la IL-13 puede ser
secretada, sin embargo se ha reportado que en ausencia de este segundo
estimulo, pequefias cantidades de IL-1f son liberadas, aunque de manera muy
lenta (Eder, 2009).
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Figura 6. Representacion esquemaética de los elementos del inflamasoma. En el recuadro de
la derecha se muestra el significado de las figuras y colores de los componentes de éstas

proteinas (Guarda y So, 2010).
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No todos los inflamasomas requieren a la proteina intermediaria ASC;
NLRP1 y NLRC4 contienen CARD por si mismos, y por tanto son capaces de
reclutar directamente a la caspasa 1 (Guarda y So, 2010). De los NLRs existentes,

s6lo se han descrito 4 complejos inflamasoma en los cuales participan: NLRP1,
ASC y caspasa 1 para formar el inflamasoma NALP1; NLRC4, NAIP1, NAIP 5y

caspasa 1 para formar el inflamasoma NLRC4; NLRP3, ASC y caspasa 1 para

formar el inflamasoma NALP3; y AIM2, ASC y procaspasa 1 para formar el

inflamasoma AIM2 (figura 7).
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Figura 7. Representacién esquemética de los tipos de inflamasoma.

A) el complejo

inflamasoma NLRP1, también conocido como NALP1, B) inflamasoma NLRC4, también llamado

IPAF, C) inflamasoma NLRP3, también conocido como criopirina. E) Inflamasoma de DNA,

conocido como AIM2 (Stutz et al., 2009).
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ANTECEDENTES

La presencia de receptores tipo NOD no se ha observado exclusivamente durante
eventos inflamatorios, se ha reportado expresién basal de los genes que codifican
para las proteinas NLR en los tejidos. Lech et al. (2010), investigaron los niveles
de transcrito de los NLRs en distintos tejidos, tanto en humano como en ratén en
ausencia de un estimulo infeccioso, encontrando que estos receptores
intracelulares se expresan en diversos tejidos, y que puede estarse transcribiendo
mas de uno al mismo tiempo, como se muestra en la figura 8. A pesar de no existir
un estimulo infeccioso, los 6rganos donde se observd mayor nivel de transcrito de
los NLRs estudiados, fueron el intestino delgado, el colon y el rifdn, mismos que
se encuentran en contacto constante con los patdégenos, es decir, el primer
estimulo, sin embargo los componentes del inflamasoma se encuentran inactivos,
esperando una sefial de dafo para activarse. Esto aseguraria una respuesta

rapida de parte del hospedero.
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Figura 8. Niveles de expresiéon de los NLRs en diferentes tejidos murinos. Niveles de
expresion normalizados a 1.0 (bazo), en color verde se muestran los niveles por debajo de 1.0,

mientras que en tonos rojos, los que estan por arriba de 1.0 (Lech et al., 2010)
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Se han observado niveles significativos de expresion de IL-1B8 durante el ciclo
estral de ratones hembra ICR de 8 a 10 semanas de edad, asi como del receptor

para IL-1 en el epitelio uterino (Lee et al., 2005).

En la gestacion murina, investigaciones iniciales mostraron la presencia de
la proteina IL-1B Unicamente durante el dia 4.5 de gestacion, sin embargo ensayos

de Nothern blot mostraron que en el dia 5.5, aun existe transcripcion de prolL-13

- L1
| ] L ] | ] L ] I 1
Dia 4 Dia g Dia 5 Dia 5 Dia 4 Dia1
21:00h 01:00h 05:00h 09:00h 12:00h

Figura 9. Izquierda. Localizacién inmunohistoquimica de IL-1B intrauterina durante la
implantacion. Los depositos oscuros indican existencia de IL-18. LE: epitelio luminal, B: blastocito,
G: glandula, S: estroma endometrial. Derecha. Andlisis de nothjern blot del RNAm de IL-1pB. El
RNA fue tomado de los sitios de implantacion (1, 3, 5y 7) y periimplantacién (2, 4, 6, 8) en el

endometrio en los primeros dias de la implantacion (McMaster et al., 1993).

Estudios posteriores mostraron que el embriébn pre implantacion es capaz de
sintetizar IL-1B3, aunque ésta no es secretada al medio hasta el momento de hacer

contacto con el lecho uterino.

Los primeros estudios en evidenciar la existencia de NLRs durante la
prefiez, se han realizado en placenta de ratas hembra infectadas y en grupos de
embarazos a término (figura 10), donde se muestra que este tejido expresa
constitutivamente NALP1, pero puede expresar NALP3 e IPAF de una manera
inducible (Yin et al., 2009). Sin embargo aun no se conoce qué papel podrian estar
jugando estos NLRs al momento del parto, ademas, el hallazgo de éstas proteinas
en un tejido no indica precisamente que se esté llevando a cabo un proceso

inflamatorio.
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Figura 10. Expresion de NLRs en diferentes 6rganos. En el eje de las X se muestran los
diferentes tejidos que fueron analizados: 1) sangre, 2) médula 6sea, 3) Vascular, 4) Corazén, 5)
Cerebro, 6) Nodulo linfatico, 7) Pancreas, 8) Placenta, 9) Bazo, 10) Timo, 11) Traquea; se resalta

en azul la expresion de NLRs en la placenta.(Yin et al., 2009).

Zhang et al. (2008) mostraron que distintos NLRs participan en la formacion del
blastocisto humano en diferentes estadios. Estudios in-silico mostraron también la
presencia de NLRs en ratén, donde se observd que en el genoma del raton
existen repeticiones de ciertos NLRs expresados en humano, asi como el hecho
de que NLRP8 y 13 en humanos no tenian su equivalente en el raton (Tian et al.,
2009). Por otro lado Abrahams (2011) fue el primero en evidenciar que en el
primer trimestre del embarazo humano, las células del trofoblasto expresan los
componentes del inflamasoma: Nalpl, Nalp3, ASC y caspasa-1, sin embargo no
se conoce cual complejo inflamasoma, o cuales NLRs podrian estar expresados

en el proceso de implantacion.
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JUSTIFICACION

e Se ha descrito la presencia de diferentes miembros del complejo
inflamasoma en diferentes estadios de la gestacion en humanos, rata y
cerdo, sin embargo no se conoce con precision su participacion durante la
implantacion embrionaria.

e En el presente trabajo se analiz6 en tejidos materno-fetales de raton la
expresion de moléculas participantes en la formacién del complejo
inflamasoma asi como de las moléculas de la cascada de sefializacion
inducidas por su activacion.

PREGUNTA

« ¢Los componentes del complejo inflamasoma se encuentra expresados
durante la implantacion embrionaria en el raton?

HIPOTESIS

« Durante el periodo de implantacion se encuentran expresados los
componentes del complejo inflamasoma

OBJETIVO GENERAL

« Evaluar la expresidbn de los componentes complejo inflamasoma en
distintas etapas de la implantacion
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OBJETIVOS PARTICULARES

« Analizar el perfil de expresion de RNAmM de los componentes del complejo
inflamasoma durante la implantacion.

« Analizar el perfil de expresion de RNAmM de moléculas que participen en la
regulacion del complejo inflamasoma.

« Analizar el perfil de expresion de RNAm de moléculas involucradas en la
sefalizacion rio abajo del complejo inflamasoma.
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DISENO EXPERIMENTAL

Ciclaje estral mediante frotis vagina

Obtencion de tejido
uterino
‘en la etapa de diestro
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MATERIALES Y METODOS

En la tabla 1 se muestran las cepas murinas utilizadas en este estudio:

Tabla 1:

Cepa singénica

Cepa abierta

Determinacion del ciclo estral de los ratones hembra e inducciéon

de la prefiez

Se realizaron frotis vaginales de los ratones hembra durante el ciclo estral para
determinar en qué etapa se encuentran receptivas al macho, con el objetivo de
asegurar su reproduccion y mantener un control de los dias de prefiez. Para esto
se tomaron 10ul de PBS 1x con una micropipeta y se introdujeron en la vagina del
ratbn hembra cuidando de no estimularlo en el proceso, inmediatamente después
se extrajo el liquido junto con las células dentro de éste, para ponerlo en un
portaobjeto y observarlo directamente al microscopio. Los ratones hembra que se
encontraban en la etapa de estro fueron puestos a monta con los machos. Al
siguiente dia se evaluo el éxito de la prefiez mediante observacion de un tapén

mucoso en la vagina, contando ese dia como el dia 0.5 de la prefiez.
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Localizacion del sitio de implantacién y obtencion de muestras

Se tomo el tejido uterino junto con el fetal de los ratones hembra ICR prefiados en
los dias post- coito 4.5, 7.5 y 10.5. Se utilizo tejido uterino de ratones hembra ICR
sin prefar en el estadio estral de diestro como control. Para cada caso se trabajo

con una n de 5 ratones hembra.

Aislamiento de RNAmM

Se realizé la purificacion del RNAmM de las muestras control y problema en los
diferentes tiempos utilizando el reactivo Trizol (GIBCO). Brevemente, se afadié
Iml de Trizol a la muestra criogenizada para homogenizar en mortero,
posteriormente se afadieron 200ul de cloroformo y se agito la mezcla
manualmente, se centrifugé a 12000 x g 15 minutos a 4 °C, se removio la fase
acuosa para pasarla a otro tubo, al cual se le afiadieron 500ul de isopropanol y se
incubd por 10 minutos, después se centrifugd a 12000 x g 10 minutos a 4 °C, se
descartd el sobrenadante y se lavo la pastilla con 1 ml de etanol al 75% para
después centrifugar a 7500 x g 5 minutos a 4 °C, se dej6 secar la pastilla y se

anadieron 50ul de agua inyectable.

RT-PCR

Se hizo la sintesis de cDNA a partir de 3 ug de RNA total de las muestras y los
controles utilizando la enzima transcriptasa inversa M-MLV RT de Invitrogen y
siguiendo el protocolo propuesto por la hoja técnica para esta enzima. En un tubo
Eppendorf para PCR se afiadieron 1ul de oligo dT, 5ug de RNA, 1ul de dNTPs
10mM y agua destilada estéril y libre de pirdgenos. Se calent6 la mezcla a 65°C
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por 5 minutos y se coloc6 inmediatamente en hielo, después se agregaron 4ul de
buffer First- Strand 5X y 2ul de DTT 0.1M, para mezclar e incubar a 37°C 2 min.
Se afiadié 1ul de la enzima y se incubd por 50 minutos a 37°C. La reaccion fue

inactivada calentandola a 70°C por 15 minutos.

Arreglos de PCR del complejo inflamasoma

El cDNA resultante del RT-PCR se diluyé 1:5 en agua libre de nucleasas y se
preparod la reaccién para la PCR utilizando el reactivo 2 X Super array RT2QPCR
Master Mix, que contiene la enzima high-performance HotStart DNA Taq
polymerasa, nucleétidos y el fluoréforo, del volumen total se tomaron 25ul para
afadirlos a cada pozo de la placa y se metio la placa en el termociclador Applied
Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR System, a las siguientes temperaturas:
95°C 10 minutos, 95°C 15 segundos, 30 ciclos de 60°C 1 minuto. Los datos
obtenidos por el sistema se utilizaron para posterior andlisis. La placa contiene los

siguientes genes:

Inflamasomas:

AIM2: Aim2, Caspl, Pycard (Asc).

IPAF: Caspl, Naipl, Naip5, Nirc4 (Ipaf), Pycard (Asc).

NLRP1: Caspl, Nirpla.

NLRP3: Caspl, NiIrp3, Pycard (Asc).

Genes involucrados en laregulacién negativa del complejo

inflamasoma: Bcl2, Bcl2l1, Cd40lg, Ctsb, Hsp90aal, Hsp90abl, Hsp90bl, Mefv,
Pstpipl, Sugtl, Tnf, Tnfsfll, Tnfsf14, Tnfsf4.

Genes involucrados en la sefializacion rio abajo del complejo
inflamasoma: Ifng, 1112a, 1112b, 1118, 1I1b, 1133, Irakl, Irfl, Myd88, P2rx7, Panx1,
Ptgs2, Stk30, Ripk2, Txnip.

NLRs: Ciita, Naip1, Naip5, Nlrc4, Nlrc5, Nlrpla, Nlrp12, Nlrp3, Nirp4b, Nirp4de,
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NIrp5, Nlrp6, Nlrp9b, Nirx1, Nod2.

Genes involucrados en la sefializacion rio debajo de los NLR: Birc2, Birc3,
Card6, Casp8, Ccl12, Ccl5, Ccl7, Cflar, Chuk, Cxcl3, Cxcll, Fadd, Ifnb1, Ikbkb,
Ikbkg, 116, Irfl, Irf2, Irf3, Map3k7, Tabl, Tab2, Mapkl, Mapkll, Mapk12, Mapk13,
Mapk3, Mapk8, Mapk9, Nfkbl, Nfkbia, Nfkbib, Peal5a, Rela, Ripk2, Sugtl, Tirap,
Tnf, Traf6, Xiap, Caspl, Caspl2.
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RESULTADOS

Mediante el andlisis por frotis vaginal se identificaron las etapas del ciclo estral en
el raton hembra ICR que se describen a continuacion:

Proestro: correspondié al dia de pre- ovulacion y en el microscopio fueron

observadas células epiteliales nucleadas (Figura 11-1).

Estro: en esta etapa, la hembra se encontrd receptiva al macho; las células del
frotis vaginal fueron de tipo epiteliales escamosas cornificadas, sin nucleo

observable (Figura 11-2)

Metaestro: el frotis vaginal mostr6 una mezcla en los tipos celulares,

predominantemente leucocitos (Figura 11-3)

Diestro: En esta etapa, el frotis mostr6 predominantemente la poblacion de
leucocitos (Figura 11- 4).
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Figura 11. Citologia del ciclo estral del ratén hembra: 1.Proestro, 2. Estro, 3. Metaestro, 4.
Diestro. C: células cornificadas, N: células nucleadas, L: leucocitos (10X, tincion violeta de

genciana).

A partir del conocimiento del ciclo estral de los ratones hembra, se procedié a la
monta con los machos C57/BL6 y obtencion de muestras de los dias
correspondientes para estudios de arreglos RT- PCR en placa. Mediante analisis
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matematicos aplicados a los Cts de los genes, se obtuvieron los valores de
expresion utilizando los genes enddgenos Gd3ph, Gapdh, Actb, Gusb y B2m para
obtener la expresion génica normalizada (2°(- Delta Ct)) de los genes de cada uno
de los tiempos, éstos datos fueron posteriormente divididos por la expresion
génica normalizada de la muestra control para obtener datos de cambio de
expresion o “fold change”. Posteriormente se obtuvieron los datos de regulacion
en la expresion génica o “fold regulation” utilizando como valores de sobre-
regulacion, los valores positivos del analisis de “fold change”, y como valores de
sub- regulacion, el inverso de los valores negativos obtenidos del analisis “fold
change”. El programa RT? Profiler™ PCR Array Data Analysis arroj0 datos
mostrando con numeros negativos aquellos genes que mostraron una sub
expresion y con numeros positivos los que muestran un sobre-expresion en
comparacion con el grupo control, correspondiente a hembras no embarazadas y
en diestro. Los datos se agruparon en: componentes del complejo inflamasoma,
proteinas involucradas en la regulacion negativa, proteinas de sefalizaciéon rio
abajo del complejo inflamasoma y proteinas de sefalizacion rio debajo de los
NLRs (Figura 12).
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Figura 12. Arreglos de PCR tiempo real de genes relacionados con el complejo inflamasoma.
Los perfiles estdn agrupados por magnitud de expresién con base en los tiempos de estudio (4.5,
7.5 y 10.5) y de acuerdo a su relacion con el complejo inflamasoma en: A. Componentes del
complejo inflamasoma. B. Proteinas involucradas en la regulacién negativa. C. Proteinas de
sefializacion rio abajo del complejo inflamasoma. D. Proteinas de sefializacién rio debajo de los
NLRs.

Posteriormente los datos fueron organizados y graficados en un diagrama scatter
plot, que compara la expresion normalizada de cada gen del arreglo entre dos
grupos, graficAndolos uno contra otro para visualizar cambios en la expresion
génica. La linea central indica una expresion sin cambio. Los genes que se

encuentran por arriba de la linea representados por puntos en rojo son aquellos
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que tuvieron una mayor expresion comparada con el control mientras los que se
encuentran por debajo de ella, los que tuvieron una menor expresion

representados por puntos verdes.

La figura 13 A muestra el diagrama scatter plot, comparando los perfiles de
expresion del grupo 4.5 contra el control. Los genes con un perfil de expresion
significativamente mayor al grupo control son los genes codificados para los NLRs
Ciita y Nirpde, Ifnbl, 112b; aquellos con un bajo perfil de expresion son Mapk8,
Naipl, NIrp5 y NIrp6, y la proteina pirina codificada por Mefv.

Al comparar el grupo 7.5 contra el control se observa una mayor cantidad de
genes sobre- expresados como de sub- expresados. Los genes que codifican para
los NLRs Ciita, Nlrp4b, Nirp4e, NIrp9b y Nod2, asi como la quimiocina Cxcl3, las
citocinas Ifnb1, 1112b, 116, y Tnfsfll y Mefv, que mostraron sobre- expresion,
mientras que el regulador negativo Card6, las proteinas de sefalizacion Irf4,
Myd88, y P2rx7, asi como los NLRs Naipl y NIrp5 fueron sub- expresados (Figura
13 B).

Al realizar la misma comparacion con el dia 10.5 los resultados fueron los
siguientes: Nirp4e y Pstpipl fueron sobre expresados; Bcl2, Caspl2, Irf4, Naipl,
NIrp5, Nlrp6, P2rx7 y Tnfsfl1 fueron sub- expresados (Figura 13 C).

Lo anterior muestra que el perfil de expresién en el periodo de implantacion, el
tiempo en el que se observan los mayores niveles de RNAm comparados con el
control, es el dia 7.5, para después disminuir en el dia 10.5.
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Group 3 vs. Control Group
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Figura 13. Scatter plot de los tiempos de implantacién vs el control. Los diagramas muestran
los genes de los distintos tiempos comparados con el control, en verde aquellos que fueron sub
expresados y en rojo los sobre expresados. A. Comparacién del dia 4.5 con diestro. B.

Comparacion del dia 7.5 con diestro. C. Comparacion del dia 10.5 con diestro.

Aquellos genes que mostraron una mayor expresion con respecto al control son
mostrados en un grafico de barras. En cada una de las graficas se toman como
significativos aquellos valores que se encuentran por arriba de 1 y por debajo de -
1. Las graficas de barras fueron agrupadas en componentes del complejo
inflamasoma, proteinas involucradas en la regulacion negativa, Proteinas de
sefalizacion rio abajo del complejo inflamasoma y Proteinas de sefalizacion rio
debajo de los NLRs:

Andlisis de la expresion de miembros del complejo inflamasoma: lo primero
gue se observa en la figura 14 es que existe expresion diferencial de los

componentes del complejo inflamasoma con respecto al control, estas diferencias
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se observan cuando menos en uno de los 3 tiempos en cada caso; los NLRs que
muestran mayor expresion en los 3 tiempos son Ciita y Nirp4e, seguidos de Nod2,
NIrp3 Nirpde y NIrp9b, mientras que aquellos NLRs que tuvieron una menor
expresion en los 3 tiempos comparados con el control son Naipl, NIrp5 y Nirp6,
seguidos por Nlrc5 y Nirpla.

Andlisis de la expresion de las proteinas involucradas en la regulacion
negativa: en la figura 15 se muestran aquellos genes que codifican para proteinas
involucradas en la regulacién negativa del complejo inflamasoma; aquellas que
mostraron una expresion significativa durante los 3 tiempos en este estudio son:
Hsp90aal, Hsp90abl, Mefv y Pstpipl, mientras que aquellas que mostraron sub-
expresion significativa en los 3 tiempos son: Bcl2l1, Cd40lg y Tnfsf4; de igual
manera, las demas proteinas de éste grupo no son requeridas en todos los
tiempos estudiados durante la implantacidon: Bcl2 Unicamente tiene una sobre-
expresion significativa en el dia 4.5, para después ser regulado, Ctsb permanece
reprimido hasta el dia 10.5, al igual que Tnf; Hsp90bl y Sugtl son expresadas a
partir del dia 7.5 al 10.5, por ultimo Tnfsf14 es expresada en los dias 4.5y 7.5.

Andlisis de la expresion de las proteinas de sefializacién rio abajo del
complejo inflamasoma: en la figura 16 se muestran las proteinas relacionadas
rio abajo con el complejo inflamasoma o con su activacién, de éstas, las que
muestran sobre- expresion significativa en los 3 tiempos son: IL-12a, IL-12b e IL-
1b, mientras que Ptgs2, muestra expresion los dias 7.5 y 10.5, e Irak 1 se sobre-
expresa Unicamente en el dia 7.5, los demas genes muestran sub- expresién con
respecto al control: Ifng, IL-18, IL-33, Irfl, Myd88, P2rx7, Stk30 y Txnip se

encuentran regulados durante la implantacion.
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Andlisis de la expresion de las proteinas de sefializaciéon rio debajo de los
NLRs: debido a que, en la activacién del complejo inflamasoma se requieren 2
sefiales, fueron divididas las proteinas de sefalizacion involucradas en la sefial 1y
la sefial 2, en la figura 17 se muestran agrupadas aquellas expresadas o reprimida
durante la sefial 1 de expresion de los NLR; es en éste grupo donde mayores
niveles de sobre expresion o sub expresion se observan, como es el caso de
Card6, cuya sub expresion se da en los 3 tiempos, sin embargo en el dia 7.5 la
expresion baja hasta aproximadamente -280, mientras que Ifnbl, que es la
proteina que mayor expresion mostro en los dias 4.5y 7.5, llega a niveles de 21 a
40 respectivamente. Aguellas que muestran sobre expresion en los 3 tiempos son:
Cxcl3 y Nfkbib; Ccl7 se sobre expresa en los dias 4.5 y 10.5, mientras que Cxcll,
16 y Tab2 se expresan en los dias 7.5 y 10.5; Casp8 se expresa en el dia 4.5,
Fadd en el dia 7.5: Map3k7, Peal5a y Tnf se expresan Unicamente en el dia 10.5.
Aquellos que muestran una subexpresion en los 3 tiempos son: Birc3, Cflar, Ikbkb,
Irfl, Irf3, Mapk8, Tirap, Traf6é y Xiap.
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Figura 14. Componentes del inflamasoma. La grafica muestra los NLRs analizados en el estudio, asi como los componentes del complejo
inflamasoma, aquellos valores por arriba o por debajo de 1 y -1 se consideran significativos, los colores correspondientes a los tiempos se

muestran del lado derecho.
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Figura 15. Proteinas involucradas en la regulacidon negativa La grafica muestra las proteinas involucradas en la regulacion negativa del
complejo inflamasoma analizados en el estudio, aquellos valores por arriba o por debajo de 1 y -1 se consideran significativos, los colores

correspondientes a los tiempos son: azul para el tiempo 4.5, verde para el tiempo 7.5 y rosa para el tiempo 10.5.

Pagina | 43



C = NWPLALOULI OO @©

= 4,5dpc
m7,5dpc
® 10,5dpc

Irf1

ap]

ap]
]
—

on
E

Il12a
Il12b
1118
Il1b
Iraki1
Myd88
Parx7
Ptgs2
Stk3o
Txnip

Figura 16. Proteinas de sefializacion rio abajo del complejo inflamasoma. La grafica muestra las proteinas participantes en la sefializacion rio
abajo del complejo inflamasoma analizados en el estudio, aquellos valores por arriba o por debajo de 1 y -1 se consideran significativos, los

colores correspondientes a los tiempos son: azul para el tiempo 4.5, verde para el tiempo 7.5 y rosa para el tiempo 10.5.
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Figura 17. Proteinas de sefializacion rio debajo de los NLRs. La grafica muestra las proteinas participantes en la sefializacion rio debajo de
los NLRs analizados en el estudio, aquellos valores por arriba o por debajo de 1 y -1 se consideran significativos, los colores correspondientes a

los tiempos son: azul para el tiempo 4.5, verde para el tiempo 7.5 y rosa para el tiempo 10.5.
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DISCUSION

Se ha reportado que los receptores NLR sensan sefales del medio ambiente o del
interior de la célula para activar maquinarias moleculares involucradas en
apoptosis, ciclo celular e inflamacién. Debido al antecedente inflamatorio mostrado
durante el embarazo, particularmente en la implantacion, el enfoque de este
estudio fue primordialmente inflamatorio. El analisis de los perfiles de expresion
de los genes involucrados con los componentes del complejo inflamasoma
mostraron un panorama general de lo que podria estar sucediendo en cada uno
de los tiempos estudiados en la implantacién, para que suceda o no la formacién

de alguno, o varios de los complejos inflamasoma descritos hasta la fecha.

Los antecedentes dan un indicio de que el complejo inflamasoma podria estar
presente en el procesamiento de IL-1B3, al hallarse esta proteina en tejido uterino
durante el ciclo estral y a partir de la implantacién hasta el final del embarazo, en
la interfase materno- fetal. Otros estudios muestran que esta proteina también es
sintetizada por el ovocito en el periodo pre implantacion. Paulesu et al (2008)
menciona que “particularmente IL-1B es uno de los factores paracrinos modulando
la comunicacion entre el embrion humano pre- implantacion e implantacion y el
utero materno”, y hace la hip6tesis de que ésta proteina podria estarse
produciendo en el utero de manera basal, y al recibir las sefiales del embrién, se
dispararia su expresion dando como resultado el fenotipo mostrado por las células

estromales, lo que favorece la implantacion.

En el embrion murino pre- implantacion también se han hallado NLRs, lo que,
junto con el antecedente de expresion de IL-1B de parte de este, podria indicar
gue el complejo inflamasoma estuviera participando en el procesamiento de IL-1
en el embrién pre- implantacion, sin embargo aun no existe un estudio que

muestre la expresion y actividad del complejo inflamasoma en esta condicion.
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Debido a que la etapa de Diestro es el término del ciclo estral, y antecedentes de
Lee et al (2005) muestran que es en ésta etapa cuando se da la expresion mas

baja de IL-1[3, se decidi6 utilizar este tiempo como control en este estudio.

Al realizar los analisis de los perfiles de expresion génica en diferentes tiempos,
comparandolos con Diestro, si se observan diferencias con respecto al control, y
es particularmente en el tiempo 7.5 donde mayores diferencias hay, al compararlo
con los tiempos 4.5 y 10.5, lo cual entra en conjuncion con lo descrito por
Yoshinaga (2010), ya que es en éste tiempo en el que se da la invasion del

blastocisto y la fagocitosis de las células epiteliales por el trofoblasto.

Con base en los datos obtenidos de los analisis, los antecedentes de éste estudio
y la literatura, se puede obtener un panorama general de las proteinas y vias
involucradas en la sintesis y regulaciéon del complejo inflamasoma en los
diferentes tiempos de implantacion. Debido a que en este estudio se esta
considerando la participaciéon de dos integrantes: el embrién y el Utero materno,

este analisis comenzara con el primero.

En cada uno de los tiempos estudiados, los NLRs expresados son Nirp3, Nirp4b,
Blrp4e, NiIrp9, Naip5 y NIrp12; de éstos ultimos Uunicamente NLRP12 y NLRP3 son
reportados como componentes de inflamasomas, mientras que NLRP4e, NLRP4b
y NLRP9b han sido descritos en estudios anteriores, como especificos de
embriones murinos pre implantacién (Zhang et al., 2008), en donde se han
reportado como participes del proceso de maduracién y segmentacion del ovocito
mas alla del estadio de 2 células (falta referencia), por lo que se deduce que en
éste modelo podrian ser parte del embrion en implantacién. En este estudio se
muestran expresados en los 3 tiempos, sin embargo hasta el momento no se ha

reportado su posible importancia fisiolégica durante el embarazo.

Las proteinas que son procesadas por el complejo inflamasoma son IL-1(3, IL-18 e
IL-33: IL-18 se sintetiza de manera inactiva como un precursor de 23 KDa,
caspasa 1 la escinde a su forma madura de 18KDa, proteina que es secretada de
manera dependiente de ATP via el receptor P2x7. Esta proteina puede aumentar
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la citotoxicidad de las células NK, aumentando su produccion de IFNy, e
induciendo quimiotaxis de monocitos. (Volin y Koch., 2011). IL-33, no tiene un sitio
de corte tipico para caspasa 1, como lo tienen IL-18 e IL-1B, es bioactiva incluso
sin corte por caspasa y es liberado por células necréticas (Nakae et al., 2013).
Ambas citocinas se encuentras sub- expresadas en todos los tiempos, mientras
que IL-1B se encuentra sobre- expresada de manera significativa en los 3 tiempos;
esto indica que Unicamente estaran expresados aquellos NLRs que formen

inflamasomas que escindan pro- IL-18 a su forma madura.

Segun lo reportado por Paulesu et al (2004), es en las células estromales del
endometrio murino donde se da el reclutamiento de células inmunes en el proceso
de decidualizacién. Con base en esta informacion se deduce que el resto de
genes expresados se ubican en esta area. Debido a la expresion de proll-1B
encontrada tanto en la literatura (De los Santos et al., 1996), como en los
resultados de éste estudio, y el antecedente de la posible ubicacion de los NLRs
en el embrién, por eliminacion se deduce que el inflamasoma que podria estar
expresado, y probablemente activo en el utero durante todo el proceso de
implantacion, seria el inflamasoma NLRP3, el cual esta conformado por el receptor
NLRP3, el intermediario ASC y la enzima caspasa 1. Este inflamasoma es
activado por diversos estimulos como pueden ser: ligandos TLR y/o ATP,
mediados por eflujo de potasio intracelular, liberacion de las reservas de Ca
intracelular y por actividad de proteincinasas, asi como cristales de urato
monosaodico y especies reactivas de oxigeno intracelular (Ogura et al., 2006). Los
resultados encontrados en este modelo concuerdan con Abrahams (2011), que
reporta el inflamasoma NLRP3 activo en células de trofoblasto de primer trimestre

de embarazo.

Aungue no tiene las caracteristicas comunes de un NLR, Aim2 también forma un
complejo inflamasoma, sin embargo ésta proteina no es un NLR, a diferencia de la
estructura proteica de ésta familia, Aim2 contiene un dominio HIN200 y un dominio
pirina que recluta ASC y activa caspasa 1 ante estimulos principalmente de

dsDNA citosélico (Miao et al., 2011). En este modelo, Aim2 tiene expresion
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significativa a partir del dia 7.5, que es cuando el trofoblasto esta fagocitando
células del estroma uterino, también se da la fusién de células embrionarias y
maternas, asi como el reconocimiento de embridn, por lo que es posible que éste
inflamasoma se pudiera estar activando por el reconocimiento de DNA

embrionario, por un mecanismo aun desconocido.

La proteina Pirina codificada por el gen Mefv, y Pstpipl fueron tomados como
reguladores negativos por la empresa Qiagen, sin embargo al investigar en la
literatura la funcién de esta proteinas, se encontré que la proteina pirina interactta
con el intermediario ASC, formando el inflamasoma de pirina, mientras que
Pstpipl, proteina relacionada con el citoesqueleto, y pirina formaban trimeros e
interactuaban entre si, ademas, mutaciones en Pstpipl aumentaba la formacion
de éste inflamasoma, por lo que se pens6 que Pstpipl inhibia la formacién del
inflamasoma de pirina, al interactuar con ésta e inhibir su union a ASC.
Posteriormente se especuld que PSTPIP1 no inhibia, sino que activaba a pirina
para la formacion de este complejo, pero se encontré que pirina no es secuestrada
de su interaccion con ASC por interaccion de PSTPIP1, y no requiere PSTPIP1
para interactuar con ASC, en realidad ésta proteina se une a ASC para formar el
inflamasoma de Pirina, y recluta a Pstpipl al complejo (Waite et al., 2009), sin
embargo hasta este momento no se han reportado las condiciones fisioldgicas que
activen éste inflamasoma, o la razén para el reclutamiento de Pstpipl, de hecho,
la formacion de éste inflamasoma, se ha reportado exclusivamente en fibroblastos,
donde se reporta la expresion de Pstpipl, relacionada con rearreglos en el
citoesqueleto. Durante el proceso de implantacibn se da conjuntamente, la
decidualizacion de las células estromales, en las cuales se da, junto con el cambio
en el fenotipo, rearreglos en su citoesqueleto, que les da la forma redondeada.
Dado que en las gréficas se observa la expresion de Pstpipl y Mefv durante los 3
tiempos, se deduce que ambas proteinas pueden estar expresadas en las células

deciduales, y que podrian estar formando complejo inflamasoma.

Los NLRs NOD1 y NOD2 se homodimerizan y mediante sus dominios CARD
reclutan a la proteina RIPK2, conduce a la activacion de la via NFKB. Ambas
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proteinas se han visto expresadas en placentas humanas el primer trimestre de
embarazo en el citotofoblasto y sincitiotrofoblasto (Abrahams, 2011), sin embargo
en este estudio Unicamente Nod2 se encuentra expresado durante la implantacion,
mientras que Nodl sOlo se expresa en el dia 4.5. La sefalizacion celular
dependiente tanto de nod1l como de Nod2, requiere de las proteincinasas RIPK2 y
TAK1 para activar la via NFKB. Otra proteina que interactia con éstas es Sugtl
(Sgtl), que actua como regulador positivo de la activaciéon de Nodl en epitelios.
Se ha reportado que Sugtl y la proteina Hsp90 forman un complejo con Nodl y
Nod2; ambas proteinas (Hsp90 y Sugtl) son encargadas de mantener la
concentracion de éstos NLRs constante en la célula (da Silva Correia et al., 2007);
lo anterior concuerda con los resultados obtenidos en este estudio, donde
inicialmente Nod1 y Nod2 son sintetizados (en el dia 4.5), pero en el dia 7.5 Nod1
es regulado, poniendo en marcha la sintesis de Hsp90 y Sugtl, los cuales actian

como chaperonas de Nod1 principalmente y probablemente de Nod2 .

Ciita es el NLR que posee una expresion significativa en los 3 tiempos; a pesar de
que este NLR no forma complejo inflamasoma, su importancia durante la
implantacion consiste en que es un factor de transcripcién que regula de manera
negativa la expresién del MHC tipo I, lo cual se da durante toda la implantacién y
parte del embarazo; asi, Sgtl participa en la expresion del MHC tipo I, que se

encuentra expresado en el embarazo (Inostroza- Nieves et al., 2012).

NLRP12 es un NLR que se expresa en neutréfilos y células dendriticas, forma
complejo inflamasoma junto con ASC y caspasa 1 ante el estimulo de Yersinia
pestis; por si solo posee un efecto inhibidor sobre la via no candnica de activacion
de NFkB. Se ha reportado que potencia la migracién de células dendriticas hacia
nodos linfaticos (Arthur et al., 2010), por lo que en este modelo, se especula que
NLRP12, que se encuentra significativamente expresada durante los 3 tiempos
estudiados, podria estar regulando la via no candnica de NFkB, asi como la

migracion de células dendriticas hacia la decidua.

CARDG6 es una proteina que interactia con el citoesqueleto, su expresion es
fuertemente inducida por IFNB. Esta proteina aumenta la activacion de NFxB
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mediada por interaccion con Nodl, Ripk2 y NLRP1 (Dufner et al., 2008). En este
modelo sin embargo, existe una considerable expresion de IFNB en los 3 tiempos,
mientras que Card6 estd subexpresada; al parecer la expresibn de ambas
moléculas es inversamente proporcional, principalmente en el dia 7.5; al estar sub-
expresada esta proteina no puede interactuar con Nodl y Ripk2, por ende la via
NFkB no se amplifica, sino que se mantiene regulada; al mismo tiempo, se
observa que Nirpla, otra proteina con la que interactia Card6, se encuentra sub-
regulada. Se ha reportado en la literatura que la proteina encargada de ésta
regulacion es Bcl-2 (Denes et al., 2012), la cual se expresa en el dia 4.5. Este
modelo también muestra la expresion de Nirxlen los dias 7.5 y 10.5, que a través
de la formacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) amplifica la via de
sefalizacion de NFKB y de las MAPK (Tattoli et al., 2008), esto muestra que en
este modelo, la expresion de los componentes del complejo inflamasoma esta
regulada a través de las vias NFKB y MAPK, y da la nocion de que en este modelo
pudieran existir especies reactivas de oxigeno.

Segun Tschopp y Schroder (2010) la generacién de ROS es frecuentemente
acompafada por un eflujo de potasio, lo cual actia como retroalimentacion a la
produccion de especies reactivas de oxigeno, esto ocurre cuando las particulas
fagocitadas por el sincitiotrofoblasto son demasiado grandes para ser
eficientemente eliminadas, causando la produccién de ROS en su paso hacia
lisosomas, donde podrian llegar a causar la ruptura del organelo. Carta et al
(2009) mencionan que ante un estimulo (por PAMPS), la célula podria pasar por
dos etapas: la primera, en la que la célula entraria en estrés oxidativo, y la
segunda, en la que se da una respuesta antioxidante. Los TLRs y NOD2 serian los
encargados de la produccién de NOX (NADPH oxidasa), que es potencialmente el
principal productor de ROS, En la segunda etapa, proteinas como TRX reducirian

el estrés oxidativo intracelular.

La proteina TXNIP inhibe la actividad reductasa de TRX, formando un enlace
disulfuro entre el sitio activo de TRX y TXNIP. EIl incremento en los complejos

TXNIP-TRX resultara en proteinas mas oxidadas sobre exposicion al estrés
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oxidativo, por lo que su disociacion puede indicar una disminucion del mismo.
Cuando TXNIP se disocia de TRX, se promueve la interaccién de la primera con
NLRP3, lo cual promueve la formacion del inflamasoma y la produccion de IL-13
(Spindel et al., 2012). En este modelo, en ninguno de los 3 tiempos se observa un
nivel considerable de RNAmM de TXNIP, por lo que se infiere que esta proteina no
esta siendo necesitada para la regulacion de TRX; si existiera estrés oxidativo en
las células uterinas, principalmente en el dia 7.5, TRX estaria estabilizando las
ROS, al disociarse con TXNIP, el cual se estaria uniendo a NLRP3 para formar el

complejo inflamasoma.

BCL-2 y BCL-X. han sido reportados como reguladores negativos del inflamasoma
NLRP1; Ambas proteinas interaccionan con NLRP1, bloqueando su capacidad de
unién de ATP y su oligomerizacion (Denes et al., 2012; Michels et al., 2013). En
este estudio, Bcl-XL se encuentra bajorregulado en los 3 tiempos, mientras que
Bcl2 estd expresado Unicamente en el dia 4.5, sin embargo la regulacién negativa
ejercida por Bcl2 se da a nivel post- traduccional, lo que no explica la sub-
expresion de Nlrpl, por lo que se necesita investigar otros posibles reguladores

negativos para este NLRP.

IRF3 es activado por receptores de dsRNA citosélicos (RIG-1 like receptors o
RLRs) ante la infeccion por un virus (Tarassishin et al., 2011). A falta del estimulo

apropiado, el gen IRF 3 se encuentra sub- expresado en este modelo.

IFNy activacion es precedida por sefalizacion de IFN tipo 1 (a y B) e involucra
interacciones con células dendriticas. En ratones, IFN tipo 1 son expresados
desde el estadio de 2 células, y en el trofectodermo pre implantacion del
blastocisto. A mitad del embarazo IFNy es detectado en las células gigantes di
trofoblasto. IFNGR1 e IFN .IFNy endometrial fue detectada en muestras de
ratones normales en el dia de gestacion 6.5, y se observé un aumento de 4-6
veces para el dia 10, luego declind. En ratones, IFNy promueve fagocitosis por
células del trofoblasto como un mecanismo para adquisicion fetal de hierro y otros
sustratos nutricionales, previos a desarrollo placental. Células del trofoblasto de

raton son resistentes a apoptosis activada por IFNy. ni las células de trofoblasto de
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humano ni de ratén expresan MHC tipo Il. Esto es atribuido al silenciamiento de la
expresion de ciita, el regulador maestro de la transcripcion constitutiva e inducible
por IFNy de MHC Il (Murphy et al.,2009). Los IFN tipo 1 inhiben la produccion de
IL-1 por 2 distintos mecanismos: 1) Sefalizacion IFN tipo 1 en el mecanismo
dependiente del factor de transcripcion STAT1, reprimié la actividad de los
inflamasomas NLRP1 y NLRP3, inhibiendo la produccién de IL-1B. Esta
sefalizacion indujo la expresion de IL-10 de una manera dependiente de STATI;
la produccion de IL-10 autocrina a través de la activacion del factor de
transcripcion STAT3 redujo la abundancia de prolL-1a y prolL-1B (Choubey y
Moudgil, 2011)

Caspasa 12 es inducida por la citocina proinflamatoria IFNy en fibroblastos
murinos y no ocurre con IFNa o . Su procesamiento ocurre durante la apoptosis

inducida por el estrés del RE (Lamkanfi et al., 2004)

CD40LG cuando es presentado a los macréfagos, funciona en conjunto con la
sefalizacion de IFNy para sobre regular la sintesis de CD40 y TNFR y su
reclutamiento a la superficie celular. (Jeffries y Sawalha, 2011), En este modelo, la
proteina no se encuentra expresada en ningun tiempo, por lo que relacionado con
la expresion de TNF, indica que el receptor se encuentra expresado y localizado

en la superficie celular.

Tnfa se ha reportado sobreexpresado en el utero murino pre y peri implantacion,
mientras que su expresion es limitada durante el embarazo; TNFa no es requerido
para la implantacion normal (Chaouat et al., 2007). Cuando un miembro de la
superfamilia TNF se une a un receptor, induce el reclutamiento de 2 ubiquitin
ligasas, TRAF2 y clAP1, y la unién de una molécula adaptadora, TRADD, lo que
lleva a la activacion de la via extrinseca de la apoptosis, en la cual se sintetiza pro-
caspasa 8, la cual es activada por el complejo DISC (Bao y Shi, 2007). Caspasa 8
puede cortar prolL-1B en el mismo sitio que caspasa 1 en respuesta a la
estimulacion por TLR, o posterior al tratamiento de macrofagos con LPS (Denes et
al., 2012). En este estudio, miembros de la super familia TNF se encuentran
expresados a partir del dia 4.5 al dia 7.5 (Tnfsf14), en el dia 7.5 (TNFSF11) y en el
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dia 10.5 (Tnf), mientras que la proteina caspasa 8 es producida en el dia 4.5,
probablemente por estimulo de TNFSF14, mientras que Fadd exclusivamente en
el dia 7.5. Lo anterior concuerda con lo observado en los antecedentes, donde en
el dia 4.5 existe apoptosis por parte del utero murino, mientras que en el dia 7.5

ésta debe ser regulada por Fadd.

La sintesis de Xiap esta controlada a niveles transcripcional y traduccional,
mientras que clAP1l y clAP2 estan reguladas por factores de transcripcion
inducibles por estrés. XIAP es el Unico IAP capaz de inhibir directamente capasas
(Phillipps y Hurst, 2012). clAP1 y clAP2 son reclutadas al TNFR por interacciones
con TRAF-1y 2, los cuales se unen directamente a TNFR. Se ha mostrado que
clAP puede contribuir a la inhibicion de caspasas 3y 7 pero no caspasa 1 (Yiy
Ming, 2000), por el contrario, éstas proteinas potencian la formacién del complejo
inflamasoma mediante poliubiquitinacion de caspasa 1 (Labbé et al., 2011). XIAP
podria modular la transcripcion dependiente del supresor de NFkB (Galban vy
Duckett, 2010). clAP1 y clAP2 modulan la sefalizacién del receptor de muerte por
interaccion con los TRAFs en TNFR. XIAP contiene 3 dominios BIR (baculovirus
internal repeat). BIR1 facilita la unién de XIAP a TAB1, mediando la activacion de
NFkB. En contraste, los dominios BIR2/BIR3 median la unién de XIAP a proteinas
que tienen un motivo de unién a IAP, incluyendo caspasas activas (Kaufmann et
al., 2012).

En este estudio se observa que existe una sub expresion de IL-1R y MyD88 de
esta misma manera es reclutado IRAK1 por medio de sus dominios TIR, este se
une a TRAF®6, el cual interactia con TAK1 y eventualmente forma un complejo
macromolecular con TAB1 y TAB2. Esto lleva a la activacion de TAK1, la cual en

turno activa las vias de NFxB y MAPK (Gottipati et al., 2008)

NFkB es regulado a través de la activacion del receptor por una variedad de
estimulos como LPS, estrés oxidativo, exposicion a la radiacion y citocinas
especificas, particularmente ILIB y TNFa. La activacion del receptor para ILIB y
TNFa estimula la via clasica para la fosforilacion de dos serinas en kB por 1kB

cinasa compuesta de 2 unidades cataliticas, Ikka e Ikkf y la subunidad reguladora
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Ikky (Geisert et al., 2012). TAB2 es una proteina adaptadora que une sefales de
TGFBR y TRAF hacia TAK1. TAK1 es un miembro rio arriba de la superfamilia
MAPK que sirve como integrador pivote de sefiales unidas a membrana
producidas por TGFB IL-18, IL-8, TNF y RANKL (Liu et al., 2009) NEMO puede
regular la comunicacion entre diferentes vias, como aquellas inducidas por NF«B,
MAPK y apoptosis, esto es, en células dendriticas de humano (Ma et al., 2011)
NFkBIA o Ika- Activacion de NFkB ocurre via degradaciéon de Ika, un proceso que
es iniciado por su fosforilacion por el complejo cinasa IkB. Subsecuentemente, el
dimero NFxB entra al nucleo y regula la transcripciéon de numerosos genes blanco,
incluyendo lka, estableciendo un asa de retroalimentacion negativa. En embriones
de ratdn, la activacion de NF«kB es crucial para permitir el desarrollo mas alla del
estadio de 2 celulas. NFkBIA RNAmM se acumula, no es traducido en el ovocido en
crecimiento y es almacenado hasta la remision de la meiosis (Paciolla et al., 2011)
El complejo IKK consiste en 2 cinasas cataliticamente activas, IKKa e IKKB, y una
proteina reguladora de andamiaje: IKKy (NEMO). IKKB suprime la secrecion de IL-
1B8. Sefalizaciéon por CD40 activa las vias canodnica y no canonica de NFxB
(Hayden y Ghosh, 2011). La bajo regulacion de Bcl-2 atenda la activacion de
NFkB porque la degradacién mediada por Bcl-2 del inhibidor citoplasmico IkBa es

esencial para la activacion de NFxB. (Sasi et al., 2009).

Con base en el anterior analisis, se puede tener un panorama general de lo que

puede estar sucediendo en cada uno de los tiempos de este estudio:

En el dia 4.5 se dan las primeras interacciones entre el embrién y el Gtero murino.
De parte de ambos se da una comunicaciéon basada en sefiales moleculares como
TNFa, IL-1B, etc. En este estudio, NLRP4b, 4e y 9b forman parte del embrion,
probablemente asistiendo en su desarrollo, mientras que éste podria estar
secretando al medio TNFSF14, cuyo receptor activa la via canonica de NFxB para
sintetizar las moléculas que participaran durante la implantacién. Nod1 y Nod2 se
unen a Hsp90 para activar a RIPK2, que servira como co- activador junto con
TNFSF14; clAP1/2 se vera regulada negativamente por accion de Bcl-2. El NLR

Ciita actua como represor del MHC- I, mientras que NLRP12 inhibe la activacion

Pagina | 55



de la via canonica de NFkB. Los inflamasomas formados durante éste tiempo son
el inflamasoma NLRP3 y el inflamasoma de pirina, activado por Pstpipl. En este
tiempo es probable que exista produccion de ROS por parte de las células
estromales, debido a los cambios en su fenotipo, lo cual podria actuar como

segunda sefal para la formacion de estos inflamasomas.

TNFSF14

proCasp8

Pstpipl l

[ Pirina ][ NLRP3 ]

[ ASC ][ ASC ]
[

Viano candnica de NFkB

MHCII

Figura 18. Panorama inflamatorio en el dia 4.5 de implantacién en el ratbn hembra. El
esquema muestra las proteinas participantes en la sefializacién rio debajo de los NLRs analizados
en el estudio, aquellos valores por arriba o por debajo de 1 y -1 se consideran significativos, los
colores correspondientes a los tiempos son: azul para el tiempo 4.5, verde para el tiempo 7.5 y
rosa para el tiempo 10.5; las diferentes tonalidades simbolizan el grado de expresion: mayor
expresion equivale a una tonalidad mas oscura mientras que menor expresion, a una tonalidad

mas clara.

En el dia 7.5 se da la principal interaccion del embrion con el Gtero, el trofoblasto
fagocita células uterinas y se da el reconocimiento del embrion por el Utero

materno. En este tiempo se da la expresion de Fadd, que mediante la formacién
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del complejo DISC, procesa pro-caspasa 8 a su forma activa caspasa 8, también
se da la expresion de Peal5a, que podria interactuar con la via de las MAPK.
Como ya no existe expresion de Bcl-2, c-IAP1/2 poliubiquitiniza a caspasa 1,
potenciando la union a NLRs, y con esto a la formacion de inflamasomas.
TNFSF11 promueve la activacion de la via de las MAPK y NFxB. La proteina ASC
continta siendo expresada, por o que se cree que nuevos inflamasomas podrian
estarse formando, lo cual es sustentado por la expresion de Aim2, que junto con
ASC forman el inflamasoma Aim2. Panexina 1, aumenta su expresion,
probablemente por efecto de las ROS producidas por Nirx1, y con esto promueve
un flujo de potasio hacia el exterior de la célula, actuando como segunda sefial

para la formacion del inflamasoma NIrp3 (Tschopp y Schroder, 2010).

Pstpipl

% Pirina ]][| Aim2 ]|{ N_LR; %
(Ccosot ([ compr [ cosr Jo—rd

IL-18

Hsp90
’\:l Setl p
S
RIPK2

Ikbka [ Ikbkg ]
Nfkbib | Nfkbia

Peal5a

Y

p50 p65

Nlrp12

Via no candnica de NFkB

MHCII

Figura 19. Panorama inflamatorio en el dia 7.5 de implantacién en el ratbn hembra. El
esquema muestra las proteinas participantes en la sefializacion rio debajo de los NLRs analizados

en el estudio, aquellos valores por arriba o por debajo de 1 y -1 se consideran significativos, los
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colores correspondientes a los tiempos son: azul para el tiempo 4.5, verde para el tiempo 7.5y
rosa para el tiempo 10.5; las diferentes tonalidades simbolizan el grado de expresion: mayor
expresién equivale a una tonalidad mas oscura mientras que menor expresiéon, a una tonalidad

mas clara.

En el dia 10.5 se da la placentacion embrionaria, hasta este momento el embrion
poseia una pseudoplacenta conocida como saco de yolk, que alimentaba y
protegia al feto del exterior, sin embargo en este tiempo la circulacion fetal entra
en contacto con la circulacion materna; aqui, aparte de las ya sintetizadas, se
afladen dos nuevas al bagaje inflamatorio, que podrian dar lugar a la sintesis de
nuevas proteinas y regulacion de otras, entre ellas, las involucradas con el
complejo inflamasoma: Sgtl, se une a Hsp90 y activan a Nod2, éste complejo
actia como regulador negativo de la formacién de inflamasomas interactuando
con los NLRs, de manera que éstos no se degraden, pero tampoco interactien
con ASC o caspasa 1; Takl es sintetizada, activando simultaneamente las vias
NFkB y junto con Pealba la via de las MAPK; al mismo tiempo se sintetiza la
proteina Catepsina B, que servira para expulsar hacia el exterior de la célula, lo
cual se sustenta con el reporte de la presencia de caspasa 1 en el liquido

amniético de mujeres embarazadas.
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Figura 19. Panorama inflamatorio en el dia 10.5 de implantacién en el ratén hembra. El
esquema muestra las proteinas participantes en la sefializacion rio debajo de los NLRs analizados
en el estudio, aquellos valores por arriba o por debajo de 1 y -1 se consideran significativos, los
colores correspondientes a los tiempos son: azul para el tiempo 4.5, verde para el tiempo 7.5y
rosa para el tiempo 10.5; las diferentes tonalidades simbolizan el grado de expresion: mayor
expresion equivale a una tonalidad mas oscura mientras que menor expresion, a una tonalidad

mas clara.
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CONCLUSIONES

e EXxiste una estrecha regulacion tanto de la inflamacién como de la sintesis
de los complejos inflamasoma durante la implantacion.

e Los datos obtenidos dan indicio de formacién de los inflamasomas NLRP3,
Aim2 y Pirina.

e La expresion de los genes del complejo inflamasoma esta regulada por la

via candnica de NFkB.

PERSPECTIVAS

e Validar los genes aqui reportados mediante analisis por Western Blot

e Diferenciar los NLRs expresados en el embrion y en el tejido uterino
mediante inmunohistoquimica

e Analizar la actividad del o los complejos inflamasoma en distintas etapas de

la implantacion
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