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El ambiente enriquecido como estrategia para prevenir el parto prematuro
y las consecuencias en la descendencia en un modelo murino.

El estilo de vida antes y durante el embarazo afecta la salud maternay fetal. Numerosos estudios
han demostrado que las intervenciones orientadas a reducir el estrés y la ansiedad materna
tienen efectos positivos en algunas complicaciones de la gestacion, como la preeclampsia, la
pérdida temprana del embarazo, la diabetes gestacional y el parto prematuro. En este trabajo,
demostramos que el enriquecimiento ambiental, definido como un estimulo biolégicamente
significativo y no invasivo de la via sensorial en combinacién con actividad fisica voluntaria,
disminuyd la tasa de parto prematuro (PP) en un 40%. Para ello, utilizamos un modelo murino de
inflamacion durante la prefiez, inducido por la administracion sistémica de lipopolisacarido
bacteriano (LPS). Ademas, mostramos que el ambiente enriquecido (AE) modula el metabolismo
materno produciendo un ambiente antiinflamatorio que contribuye al mantenimiento de la
prefiez. En el Utero de ratonas prefiadas, el AE disminuye la expresion de TLR4y CD14 (el receptor
de LPSy su proteina coactivadora), evitando el aumento de la produccion de prostaglandina (PG)
E, y PGF,q y de la actividad de la éxido nitrico sintasa (NOS), inducido por LPS. En el cérvix, la
exposicion a un AE inhibe algunos de los eventos involucrados en la maduraciéon cervical
prematura, como la liberacién de PGE,, el aumento de la actividad de la metaloproteinasa de
matriz (MMP)-9 y el reclutamiento de neutrdfilos, conservando asi la funcidn cervical. Ademas,
observamos un efecto protector del enriquecimiento ambiental materno sobre la descendencia,
reduciendo la muerte perinatal y algunos de los efectos nocivos del ambiente inflamatorio
intrauterino, inducido por la administracion de LPS. Nuestros resultados también sugieren que
este efecto esta mediado, en parte, por un entorno antiinflamatorio inducido por AE en el liquido
amniodtico, caracterizado por un aumento de la citoquina antiinflamatoria IL-10. Proponemos que
el enriquecimiento ambiental podria ser una terapia no invasiva y preventiva para las
complicaciones del embarazo que eventualmente puede trasladarse a las mujeres gestantes,
disminuyendo el riesgo de sufrir un parto prematuro y en consecuencia las secuelas que estan
presentes en los nifios y nifias que nacen demasiado pronto.

Palabras clave
Parto prematuro, ambiente enriquecido, estilo de vida materno, lipopolisacarido bacteriano,
maduracion cervical, contractilidad uterina, inflamacién prenatal, liquido amnidtico, salud de la
descendencia.



The enrichment of maternal environment as a strategy to prevent preterm
birth and the sequelae on the offspring in a murine model.

Maternal lifestyle affects both mother health and pregnancy outcome in humans. Several studies
have demonstrated that interventions oriented towards reducing stress and anxiety have positive
effects on pregnancy complications such as preeclampsia, excessive gestational weight,
gestational diabetes and preterm birth. In this work, we showed that the environmental
enrichment (EE), defined as a noninvasive and biological significant stimulus of the sensory
pathway combined with voluntary physical activity, prevented preterm birth (PTB) rate in a 40%
in an inflammatory mouse model induced by the systemic administration of bacterial
lipopolysaccharide (LPS). Furthermore, we found that EE modulates maternal metabolism and
produces an anti-inflammatory environment that contributes to pregnancy maintenance. In
pregnant mice uterus, EE reduces the expression of TLR4 and CD14 (the LPS receptor and its
coactivator protein), preventing the LPS-induced increase in prostaglandin (PG)E, and PGFy,
release and nitric oxide synthase (NOS) activity. In cervical tissue, EE inhibits cervical ripening
events, such as PGE, release, matrix metalloproteinase (MMP)-9 increased activity and neutrophil
recruitment, therefore conserving cervical function. Interestingly, we also observed a protective
effect of the maternal enrichment of the environment on the offspring, reducing the perinatal
death and some of the deleterious effects of the inflammatory environment induced by the LPS
administration. This effect thought to be mediated by an anti-inflammatory environmentinduced
by the EE in the amniotic fluid, characterized by an increase in IL-10 in the EE exposed group. It
seems that EE could be a noninvasive and preventive therapy for pregnancy complications that
eventually may translate to the human condition, averting pre-term birth occurrence and
dreaded sequelae that are present in the offspring born to soon.

Key words
Pre-term birth, Enriched environment, maternal lifestyle, bacterial lipopolysaccharide, cervical
ripening, uterine contractility, prenatal inflammation, amniotic fluid, offspring health.
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uL: microlitros

15-PGDH: 15-hidroxiprostaglandina
dehidrogenasa

AA: Acido araquidénico

AC: Ambiente control

ADNCc: ADNcopia

AE: Ambiente enriquecido

ARNm: Acido ribonucleico mensajero
COX 1: Ciclooxigenasa-1

COX 2: Ciclooxigenasa-2

d: dia

DAG: Diacilgicerol

DEIS: Direccion de Estadistica e Informacion
de Salud.

dNTPs: desoxiribonucledtidos trifosfatados
E2: Estrogenos

EDTA: Acido etilendiaminotetracético
EE: Error estandard

FNF: Fibronectina Fetal

g: gramos

h: hora/s

i.p.: intraperitoneal

[1A: infeccion intraamnidtica

IL: Interleuquina

IQR: rango intercuartil

kDa: kilo Daltons

LA: Liquido amnidtico

LBP: Proteina de unién al LPS
LPS: Lipopolisacarido

MEC: Matriz extracelular

mg: miligramo/s

min.: minutos

mL:mililitros

MMP: Metaloproteinasas de matriz
NF-kB: Factor nuclear kappa Beta
NO: Oxido nitrico

NOS: Oxido nitrico sintasa

P4: Progesterona

PGE2: Prostaglandina E2
PGF2a: Prostaglandina F2a
PGH2: prostaglandina H2
PGs: Prostaglandinas

PL: Fosfolipasa

PP: Parto prematuro

PT: Parto a término

RIA: Radioinmunoensayo

SF: Solucién fisioldgica

TLR: Receptor de tipo toll

TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa.
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Introduccion

Introduccion.

1. Elparto.

La gestacion en humanos dura aproximadamente 40 semanas y es posible gracias a una fina
regulacion temporal del ambiente uterino que involucra cambios en su perfil inmunoldgico
siendo proinflamatorio en el momento de la implantacion y antiinflamatorio y tolerogénico
durante el crecimiento del feto (Figura 1). El embarazo finaliza en el momento del parto,
definido como el proceso por el cual se expulsa al fetoy a la placenta ya sea de manera natural
o quirurgica. Es un proceso que se desencadena luego de que la interfaz materno-fetal cambie
su perfil tolerogénico hacia uno proinflamatorio. Los mecanismos involucrados en este
cambio de perfil no se conocen en su totalidad, pero si se sabe que los eventos que se
desencadenan en consecuencia son el aumento en la contractilidad uterina, la iniciacion del

remodelado y posterior borramiento cervical y la ruptura de las membranas fetales.

Perfil

1
1
antiinflamatorio : proinflamatorio

Implantacion

Crecimiento y desarrollo

Perfil

Figura 1: Perfiles inmunoldgicos de la interfaz materno-fetal durante la gestacion.

1.1. Elparto prematuro.

1.1.1. Definicion.

El parto es considerado prematuro cuando ocurre entre las 22 y las 36,6 semanas de gestacion
(Di Marco y Asprea, 2015). Si el embarazo termina antes de las 22 semanas de gestacion

hablamos de aborto, ya sea este espontaneo o inducido.



Introduccion

A nivel mundial, la prematuridad es la primera causa de mortalidad en los nifios y nifias
menores de cinco afios. Ademas, en casi todos los paises que disponen de datos fiables al
respecto, las tasas de nacimientos prematuros estan en aumento (OMS, 2018). Esto parece
estar asociado principalmente al aumento de la edad maternay a la prevalencia de algunas
enfermedades como la diabetes y la hipertension, muy relacionadas con el estilo de vida de
la madre antes y durante la gestacion. También, el aumento de embarazos multiples debido
alincremento de los tratamientos de fertilizacion asistida contribuye al aumento de la tasa de
partos pretérmino. Por Gltimo, el empoderamiento econdmico de las mujeres ha ido
modificando su rutina, incluso durante la gestacion, lo que viene asociado, también, con un
aumento en los niveles de estrés que conlleva el mundo del trabajo. Muchos trabajos
muestran que el estrés materno es un factor que contribuye al desencadenamiento del parto

pretérmino (Wadhwa y col,, 2011).

El término prematuro/a comprende un grupo de nifios y nifias muy heterogéneo, con
edad gestacional, peso de nacimiento, estado nutricional, y riesgos de morbi-mortalidad
diferentes, por lo que ha sido necesario clasificarlos en subgrupos. Existen diferentes
clasificaciones segun el criterio que se utilice. Si nos enfocamos en la edad gestacional, el
Ministerio de Salud de la Nacién Argentina (Di Marco y Asprea, 2015) definidé 4 grupos:
Prematuros extremos, muy prematuros, prematuros moderados y prematuros tardios (Figura

2).

Prematuros 22=-276
Pretérminos < 32 semanas exlremos

Muy prematuros 28~-316

Prematuros 32-336
Pretérminos = 32 semanas moderados

Prematuros tardios 34 = 36,6

Figura 2: Clasificacion del grado de prematurez segln la edad gestacional.

Fuente: Di marco y col, 2015.



Introduccion

1.1.2. Epidemiologiay relevancia del tema en estudio.

Cada afio nacen en el mundo unos 15 millones de bebés antes de llegar a término, es decir,
mas de uno en 10 nacimientos. Aproximadamente un millén de nifios prematuros mueren
cada afio debido a complicaciones en el parto. Ademas, los bebés prematuros que sobreviven
tienen mayores posibilidades de sufrir algln tipo de discapacidad de por vida, en particular,

discapacidades relacionadas con el aprendizajey problemas visualesy auditivos (OMS, 2018).

Las tasas de supervivencia presentan notables disparidades entre los distintos paises del
mundo. En contextos de ingresos bajos, la mitad de los bebés nacidos a las 32 semanas
mueren por no haber recibido cuidados sencillos, como aportar al recién nacido calor
suficiente, o no haber proporcionado apoyo a la lactancia materna, asi como por no
habérseles administrado atencion basica para combatir infecciones y problemas
respiratorios. En los paises de ingresos altos, practicamente la totalidad de estos bebés
sobrevive. Sin embargo, se ha visto que estos nifios tienen un riesgo mas elevado de sufrir

complicaciones a lo largo de su vida.

En nuestro pais durante el afio 2017, segun la Direcciéon de Estadistica e Informacion de Salud
(DEIS), latasa de parto prematuro (PP) fue de un 8,76% presentando variacion interprovincial
(Figura 3). Ademas, el 52% de la mortalidad en menores de un afio se atribuy6 al nacimiento
prematuro. Segln datos de un trabajo publicado en 2017 en Archivos Argentinos de Pediatria,
en los 10 afios precedentes, el nimero de partos pretérmino aumenté un 19,1% vy las

defunciones neonatales de nacidos pretérmino crecieron un 16,5% (Finkelstein y col., 2017).
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Figura 3: Incidencia del PP en la Republica Argentina discriminada por provincias.
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La cuestidn trasciende lo sanitario y tiene un gran impacto social y econémico: £condomico, ya
que gran parte de estos recién nacidos requieren cuidados especiales de por vida, que
representan un alto costo para los sistemas de salud; social, porque los nifios y nifas nacidas
prematuramente tienen tasas mas altas de paralisis cerebral, de déficit sensorial, de
desérdenes de aprendizaje y de enfermedades de las vias respiratorias, respecto de los
nacidos a término, lo que dificulta su desarrollo como ciudadanos y conlleva dificultades a
sus familias (Di Marco y Asprea, 2015). También se ha demostrado que para los nifios y nifias
prematuras existe un mayor riesgo de sufrir enfermedades crénicas en la edad adulta, como
la obesidad, la diabetes y la hipertension (Rubens y col., 2014). Curiosamente, el efecto de la
prematurez no es independiente del sexo bioldgico del feto, pareciendo ser los efectos

adversos mas graves en los bebés de sexo masculino (Peacock y col, 2012).

1.1.3. Etiologia.

Desde el punto de vista etioldgico, el PP espontaneo es considerado un sindrome. Ya que, a
pesar de que las causas que lo provocan pueden ser diferentes, los eventos que se
desencadenan previo al parto son similares a los que ocurren en el parto a término: aumento
en la contractilidad uterina, iniciacion del remodelado y posterior borramiento cervical y
ruptura de las membranas fetales. Esto es lo que se conoce cdmo la via comun del parto

(figura 4) (Gotsch y col., 2009).

Borramiento
cervical

Contractilidad
uterina

Ruptura de
Membranas fetales

Figura 4: La via comUn del parto. Adaptado de Gotsch y col., 2009.

Aproximadamente el 40%-50% de los nacimientos pretérmino son idiopaticos o espontaneos.

Cerca del 30% se relacionan con rotura prematura precoz de membranas y un 25%-30% son
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atribuibles a indicaciones médicas por causa materna o fetal (Di Marco y Asprea, 2015). La
indicacion materna mas comun es la preeclampsia, y la indicacion fetal mas recurrente es que
el feto sea muy pequefio para la edad gestacional con evidencia de compromiso fetal. Otras
causas de induccién del parto antes de tiempo incluyen anomalias congénitas o
enfermedades maternas (por ejemplo, higado graso agudo del embarazo u otros trastornos,

que mejorarian después del parto (Gotsch y col., 2009).

El parto pretérmino espontaneo es un sindrome de origen multifactorial, ya que esta asociado
a diferentes procesos patoldgicos como: infecciones intrauterinas, isquemia o sobre
distension uterina, reconocimiento alogénico anormal, enfermedades cervicales y

desdrdenes enddcrinos, entre otros (Romero y col., 2006) (Figura 5).

SOBREDISTENSION  REACCION INMUNOLOGICA

UTERINA - ANORMAL

ISQUEMIA ENFERMEDAD

CERVICAL
FENOMENO

INFECEION ALERGICO
: DESORDEN

CAUSAS GENETICAS idyisinid

DECLINACION DE LA ACCION CAUSAS

DE LA PROGESTERONA DESCONOCIDAS

Figura 5: Causas asociadas al parto pretérmino. Fuente: Di Marco y col., 2015.

1.1.4. Prevencién.

Dado que el parto pretérmino representa un problema de salud publica para nuestro pais,
desde el Ministerio de Salud se elabord una guia para la prevencion, el diagndstico y el

tratamiento de este sindrome basandose en evidencia cientifica y estudios multicéntricos
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sobre intervenciones durante el embarazo (Di Marco y Asprea, 2015). A continuacion, se

detallan algunas de las medidas de prevencidn propuestas en este documento:
Prevencion primaria

Son aquellas intervenciones realizadas para reducir la morbilidad y mortalidad asociadas al
parto pretérmino y estan dirigidas a todas las mujeres antes y durante el embarazo, para
prevenir y reducir riesgo de la prematurez. Estas deben iniciarse en el periodo
preconcepcional y son muy importantes debido a que varios factores de riesgo son dificiles

de modificar una vez que se ha logrado el embarazo.
Prevencion primaria preconcepcional

- Educacién publica: Es conveniente ofrecer informacion a la poblacién de mujeres y
sus familias acerca de la prematurez como una de las principales causas de
mortalidad infantil. El objetivo es despejar la falsa creencia, instalada en buena parte
de la poblacidn, en el sentido de que las mejoras y avances en el cuidado neonatal
han resuelto los problemas de los nifios nacidos prematuramente.

- Asesoramiento individual sobre fertilizacién asistida: Toda mujer o pareja que opte
por tratamientos de fertilidad asistida debe recibir asesoramiento en cuanto a que
estas técnicas constituyen un factor de riesgo para los nacimientos pretérmino,
especialmente en gestaciones multiples, aunque también en gestas Unicas.

- Estilo de vida y habitos: Se ha de fomentar el abandono de adicciones tales como
tabaco, alcoholy las drogasilicitas, asi como de la automedicacion.

- Suplementos nutricionales: Las mujeres en edad reproductiva, especialmente
aquellas que planean un embarazo, deben consumir una dieta equilibrada desde el
punto de vista caldrico y proteico.

- Cuidado odontoldgico: Debe ser recomendado desde el periodo preconcepcional,

pues el riesgo de PP se asocia con la gravedad de la enfermedad periodontal.
Prevencion primaria en mujeres embarazadas

- Suplementos nutricionales: Para toda mujer embarazada se recomienda una
alimentacion completa y balanceada en proteinas, vitaminas y minerales, incluyendo
acidos grasos Omega-3.

- Cuidado odontoldgico: Se recomienda a toda mujer embarazada una consulta

odontoldgica, a fin de evaluar del estado de su dentaduray, de ser necesario, realizar
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de inmediato el tratamiento correspondiente. El riesgo de PP se asocia con la
gravedad de la enfermedad periodontal y aumenta cuando la misma progresa
durante el embarazo. El aumento del riesgo de PP puede resultar de la transmision
hematégena de patdgenos microbianos orales al tracto genital o, mas
probablemente, de las variaciones comunes en la respuesta inflamatoria a los
microorganismos de la cavidad oral y del tracto genital.

Estilo de vida y habitos: Al igual que durante el periodo preconcepcional se
recomienda el abandono de adicciones tales como tabaco, alcohol y drogas ilicitas,
asi como de la automedicacion. Hay evidencia de la asociacion del tabaquismo en el
embarazo y el nacimiento pretérmino, asi como también con el bajo peso al nacer, el
desprendimiento prematuro de placenta y la mortalidad infantil. Es oportuno lograr
una mejora en las condiciones laborales y de vida en poblaciones postergadas.
Ejemplos de politicas para proteger a las mujeres embarazadas son la Licencia
por Maternidad, la Asignacidon Universal por Embarazo y el tiempo disponible
para el cuidado prenatal, entre otros.

Pesquisa de infecciones urinarias y bacteriuria asintomatica: Durante el primer
control de toda embarazada se debe solicitar un urocultivo. Idealmente, deberia ser
realizado alrededor de las 12 semanas de gestacion, para detectar y tratar
precozmente estas infecciones, ya sean sintomaticas o asintomaticas, pues se ha
establecido una fuerte asociacion entre infecciones urinarias y el parto pretérmino.
Pesquisa de vaginosis bacteriana: La vaginosis bacteriana es una condicion
polimicrobiana, caracterizada por una disminucion en la calidad o cantidad de
lactobacilos de la flora vaginal normal y un aumento de mil veces en el nimero de
otros organismos. Las pacientes con vaginosis bacteriana pueden presentar un mayor
riesgo de parto pretérmino por lo que se recomienda el tratamiento antibiético oral
para erradicar la infeccion vaginal en el embarazo.

Medicién del cuello uterino: Desde hace varios afios se ha identificado a la medicién
de la longitud cervical como un método diagndstico de suma utilidad para la
prediccion del PP. Sin embargo, hasta el momento, el resultado del andlisis de
numerosos trabajos que evaluaron la medicion de longitud cervical mediante
ecografia transvaginal, aplicado a poblacion general de embarazadas indican
resultados poco satisfactorios en poblaciones de bajo riesgo, con un valor predictivo
positivo bajo. Debido a los pobres valores predictivos positivos, la baja sensibilidad y

la falta de intervenciones de eficacia comprobada, no se recomienda el uso de la
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ecografia transvaginal rutinaria para la medicion de la longitud cervical en mujeres

con bajo riesgo de prematurez.
Prevencion secundaria en mujeres embarazadas

Son las intervenciones realizadas con el objetivo de eliminar o reducir el riesgo
preexistente de tener un parto pretérmino, o sea que son destinas Unicamente a aquellas

mujeres que presenten uno o mas factores de riesgo.

- Estilodevidayreposo: Serecomienda a aquellas embarazadas con factores de riesgo
de parto pretérmino evitar las jornadas laborales prolongadas y aumentar las horas
de descanso nocturno.

- Tratamiento con progesterona: La progesterona (P4) en el embarazo normal es
considerada la hormona clave para el sostén del embarazo, por su accion sobre el
miometrio: suprime genes contractiles, promueve la relajacion de la fibra miometrial
y suprime la produccién de citoquinas, prostaglandinas (PGs) y la respuesta a la
oxitocina, lo que contribuye a mantener la quiescencia uterina. Se ha postulado que
un descenso de los niveles de progesterona o una modificacion de su accioén
desempefia un papel preponderante en el desencadenamiento del parto a término.

- Cerclaje cervical: La utilizacion del cerclaje cervical, desde hace cerca de 80 afios,
como alternativa para prevenir el parto pretérmino resulta controversial. Ain no se
cuenta con estudios sélidos que muestren evidencia de su efectividad, excepto en
algunos casos seleccionados. Se lo ha utilizado en mujeres con pérdidas de embarazo
previas durante el segundo trimestre, o luego de haberse detectado otros factores de

riesgo, tales como cuello uterino corto.
Prevencion terciaria en mujeres embarazadas

Son aquellas que se utilizan luego de la deteccion temprana de signos y sintomas que
identifiquen a las mujeres en riesgo de parto pretérmino, y que intentan ofrecer la

oportunidad de mejorar los resultados perinatales.

- Test de Fibronectina: La Fibronectina Fetal (FNF) se encuentra en las secreciones
cérvicovaginales. Permanece elevada durante las primeras 22 semanas de gestacion,
pero disminuye entre las 22 y 34 semanas en los embarazos normales. Los niveles
superiores o iguales a 50 ng/ml a partir de las 22 semanas se han asociado con mayor

riesgo de PP. El test para fibronectina presenta alta especificidad y valor predictivo
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negativo para el punto de corte de 50 ng/ml. Su mayor importancia radica en su alto
valor predictivo negativo, por lo que un resultado negativo seria un elemento
tranquilizador, especialmente dentro de los 15 dias posteriores a la toma de la
muestra, lo que evitaria tratamientos innecesarios. Se recomienda el uso de FNF sélo
en mujeres sintomaticas con alto riesgo entre las 24 y las 36 semanas de gestacion.
Este test alin no esta disponible para su uso en instituciones publicas de nuestro pais.
- Laterapiatocolitica: Los tocolitico (entre los que se encuentran los antagonistas de la
oxitocina, los inhibidores de los canales de calcio, los dadores de 6xido nitrico y los
inhibidores de la sintesis de PGs) son drogas que se usan para prolongar el embarazo,
en especial en el corto plazo, entre las 48 horas y los 7 dias. La principalindicacion del
tratamiento tocolitico para las mujeres que estan en amenaza de parto pretérmino,
es posponer el nacimiento por lo menos por 48 horas, para permitir el efecto 6ptimo
de los glucocorticoides antenatales que disminuyen la morbilidad y mortalidad de los
recién nacidos prematuros. El objetivo secundario es prolongar la gestacion para
aumentar en lo posible la probabilidad de una mejora en las tasas de supervivenciay
una reduccién de la morbilidad neonatal y las secuelas a largo plazo. Ademas, da
tiempo, de ser necesario, al traslado de la embarazada a un hospital que cuente con

Unidad de Cuidados Neonatales con el nivel de complejidad adecuado.

Unavez que el trabajo de parto se hainiciado prematuramente, los tratamientos previamente
descriptos no son suficientes para permitir que el embarazo llegue a término y que el feto
culmine su crecimientoy maduracidn dentro del tero. Sin embargo, estas estrategias pueden
retrasar el parto durante un tiempo crucial para que se puedan realizar intervenciones que
ayuden a disminuir las consecuencias en el neonato. Entre éstas, la administracion antenatal
de corticoides reduce el riesgo de padecer dificultades respiratorias, hemorragia
intraventricular, enterocolitis necrotizante y ductus arterioso persistente. Los
glucocorticoides actian en el desarrollo fetal promoviendo la maduraciéon sobre el
crecimiento. En los pulmones los corticoides promueven la sintesis de surfactantes,
incrementan la distensibilidad pulmonar, reducen la permeabilidad vascular y generan una

mejor respuesta al tratamiento postnatal con surfactantes (Roberts y col., 2017)

Las intervenciones previamente mencionadas han logrado que la tasa de PP se mantenga y la
mortalidad perinatal disminuya. El uso prenatal de corticoides y antibioticos y el postnatal de
surfactantes, los avances en las técnicas de resucitacion en los recién nacidos, el mejor

entendimiento del uso de respiradores y el manejo de fluidos, asi’ como el progreso en
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técnicas quirdrgicas y anestésicas, y el uso apropiado de antibidticos tienen un rol muy
importante en el aumento de la tasa de supervivencia de los nacidos prematuros. Sin
embargo, las intervenciones que intentan reducir la incidencia de PP son limitadas, y no son
totalmente eficientes por lo que el estudio de los mecanismos asociados y la busqueda de
nuevos blancos terapéuticos es crucial para disminuir las secuelas en los recién nacidos y las

consecuencias economicas para los sistemas de salud.

1.2. Modelos de PP.

Los modelos animales son especies que se utilizan en la investigacion bioldgicay médica, para
tratar de dilucidar interrogantes relacionados con la fisiologia de los seres humanos y otros
animales. Permiten obtener informacion sobre patologias que los aquejan, proponer
tratamientos para prevenirlas, y también formas de diagnosticarlas. Al usar animales de
investigacion se pueden realizar experimentos que serian impracticables o no éticos si se
hicieran en humanos. Alrededor del 90% de los animales utilizados en investigacion son

roedores, principalmente ratones y ratas.

A la hora de seleccionar un modelo para estudiar los mecanismos involucrados en el
desencadenamiento del PP, es necesario establecer antes, las similitudes y diferencias que
existen entre el desencadenamiento del parto de esa especie y los seres humanos. En especies
de mamiferosinferiores (ratdn, rata, conejo), el parto a término ocurre después de la regresion
del cuerpo luteo y una posterior disminucion de la progesterona sérica. En ovejas, el cortisol
fetal aumenta la sintesis de enzimas placentarias, que disminuyen la sintesis de progesterona
y aumentan la biosintesis de estradiol, conduciendo al parto. En todos estos animales, la
disminucion de la progesterona precede al parto. Por el contrario, una caida sistémica de los
niveles de progesterona no parece ser esencial para el desencadenamiento del parto en
humanos primates y humanos (Elovitz y Mrinalini, 2004). Sin embargo, en humanos hay una
pérdida de la funcidn de la progesterona por un cambio en sus receptores. Ambos procesos,
si bien se producen por mecanismos distintos, llevan a un mismo resultado (Mahendroo,

2012).

Los primates no humanos, parecen ser los modelos mas adecuados para estudiar el PP ya que
tienen sistemas genitales y mecanismos de parto similares; sin embargo, el costo econdmico,
los protocolos éticos y, por lo tanto, la cantidad restringida de estas especies, limita el uso de

este modelo animal.
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Tomando en cuenta las consideraciones anteriores, para este trabajo se utilizé un modelo

murino de PP.

1.3. Caracteristicas generales de los animales de estudio.

Los ratones del género Mus son uno de los modelos bioldgicos y biomédicos mas
utilizados ya que presentan una serie de cualidades que los posicionan como buenos
modelos animales. En primer lugar, se encuentra su talla apropiada para la crianza y
manipulacion: los animales adultos miden entre 9-12 cm y pesan entre 25-35 gramos,
segln el sexo. Por su tamafio pequefio poseen requerimientos minimos de espacio y
alimentacion, como también de temperatura y humedad para su mantenimiento y
reproduccion. Por otro lado, son lo suficientemente longevos, (llegando a vivir en
promedio alrededor de 24 meses), se reproducen todo el afio, los periodos de gestacion y

destete son breves, y las camadas numerosas.

Al igual que los seres humanos, son mamiferos euterios, con quien conservan el 99% de

identidad del genoma y su sistema inmune es muy similar al del humano.

El ciclo reproductivo del ratén es estral. Las hembras son poliéstricas continuas, es
decir, presentan ciclos consecutivos durante todo el afio que sélo son interrumpidos por los
periodos gestacionales. Tanto las hembras como los machos son sexualmente maduros a los
50-60 dias de edad. La copula, que se produce durante el estro, se comprueba al dia siguiente
por la presencia de tapon vaginal, que consiste en una sustancia viscosa del eyaculado que
solidifica en la vagina y dura aproximadamente 12 h. Este tapdn actta principalmente como

barrera mecanica que ayuda a que el esperma permanezca dentro.

Dependiendo de la cepa utilizada, el periodo gestacional del raton puede durar entre 19y 21
dias a partir de la cdpula. En la cepa BALB/c la gestacidn se prolonga durante 19 dias, al final
de la cualla hembra pare ente 6y 10 crias. Una vez que las crias han nacido, la hembra devora
la placenta y las membranas fetales ayudando la salida de la cria del saco amniédtico y
estimulando la eliminacién de liquido de sus vias respiratorias. La hembra anida y cuida de
sus crias, las alimenta, las limpia y las defiende, asegurandose de permanezcan en el nido
otorgandoles calor ya que todavia no tienen bien desarrollada la termorregulacion. Durante
el periodo de lactancia se pueden identificar distintos cambios que va sufriendo la cria como
el desarrollo del pelaje, la erupcidn de los dientes, la apertura del conducto auditivo externo
y de los ojos, que pueden ser evaluados como parametros de crecimiento (Feria y col., 2003).

Entre los dias 13 y 14 las crias comienzan a ingerir alimento sélido y agua del bebedero
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ademas de continuar con la lactancia materna. A los 21 dias de edad las crias son separadas

de la madre, forzando el destete.

1.4. Nuestro modelo de PP.

Como se menciond previamente, las infecciones durante la gestacidn, y los procesos
inflamatorios asociados, son una de las principales causas de desencadenamiento del parto

pretérmino y los mecanismos implicados han sido extensamente estudiados.

En nuestro laboratorio hemos desarrollado un modelo murino de PP inducido por la
administracion sistémica de lipopolisacarido bacteriano (LPS) (Cella y col.,, 2010; Bariani y
col.,2017; Dominguez Rubio y col., 2017). Esta molécula es un importante factor de virulencia
de las bacterias Gram negativas que es reconocido por el receptor TLR-4 y es utilizado en
modelos de diversas patologias reproductivas por su capacidad de ser un potente
inflamégeno. El modelo consiste en la administracion intraperitoneal de dos dosis de LPS (de
E. Coli; serotipo 05B55) en el dia 15 de gestacion separadas por 3 horas. Las hembras tratadas
muestran signos normales asociados al proceso inflamatorio inducido por el LPS, como
piloereccion, disminucion de la ingesta de alimento, inactividad y postura agachada. El parto
se desencadena entre las 8 y 10 horas luego de la administracion del LPS. Las crias nacen
muertas o mueren a causa de su prematurez y las madres no presentan signos adversos luego

del parto observandose un comportamiento normal al dia siguiente.

2. Ellipopolisacarido bacteriano o LPS.

El lipopolisacarido o LPS, como se menciond anteriormente, es un componente de la pared
de las bacterias Gram negativas. Estas, ademas de tener la capa de péptidoglicano, a
diferencia de las Gram positivas, presentan una segunda bicapa lipidica que contiene ademas
otros polisacaridos y proteinas. EL LPS es el principal componente de la membrana externay
un importante factor de virulencia, es por ello que es comin que se denomine a toda la

membrana externa capa de lipopolisacaridos o simplemente LPS.

Los lipopolisacaridos basicamente estan formados por tres dominios estructurales: el lipido
A anclado a la membrana externa; una region de oligosacaridos ubicada en la parte media o
nucleo, que posee azlcares poco usuales; y el antigeno O que se proyecta hacia el exterior de
la bacteria. En el antigeno O los azlicares estan unidos entre si formando secuencias de cuatro

o cinco unidades que se repiten y que a menudo se hallan ramificadas (figura 6). El lipido A es
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el motivo estructural activo por excelencia del LPS. Estudios han demostrado que la toxina

purificada o el lipido A sintetizado son capaces de reproducir los efectos de la bacteria entera.

Region de
oligosacaridos

P

Lipido A
Antigeno O

Figura 6: Estructura del LPS.

Cuando las bacterias Gram-negativas se multiplican o mueren, el LPS se libera tanto libre
como unido a otras proteinas bacterianas. Una vez en el torrente sanguineo, se dispone en
agregados debido a su naturaleza anfipatica y s6lo se presenta como mondmero gracias a la
accion de la proteina plasmatica LBP, por sus siglas en ingles “LPS Binding Protein”. E| LBP es
una molécula que, transfiere lipidos y cataliza el pasaje del LPS desde los agregados a la
molécula CD14, soluble o de membrana. También transfiere la endotoxina a fosfolipidos,
especialmente el HDL (Wurfel y col., 1994; Vreugdenhil y col., 2020). El complejo LPS/LBP se
une al receptor CD14 en la membrana de células monociticas o al CD14 soluble presente en
sangre y fluidos. Los blancos del complejo CD14 soluble/LPS son células que no poseen el
receptor, como las endoteliales o epiteliales. Este mecanismo permite que células que no
expresan CD14 puedan responder a la endotoxina. De esta forma se inicia la respuesta celular
esencial para la defensa contra la infeccion. Esta respuesta es seguida, en los vertebrados, por
una respuesta inmune adaptativa que conduce a su inactivacion a través de un mecanismo
de detoxificacion del LPS que incluye la incorporacion del mismo a lipoproteinas como HDL o
VLDL y LDL que son capaces de neutralizar su toxicidad (Park y Lee, 2013). La desregulacion
de las respuestas del huésped a LPS puede conducir a una afeccion inflamatoria sistémica

llamada sepsis que puede resultar letal cuando es excesiva (Ptociennikowska A. y col., 2015).

Mdltiples evidencias sugieren la participacion del CD14 en fases tempranas del mecanismo de
accion del LPS, pero no en la cascada de sefializacion celular, ya que su dominio glico-

fosfatidil-inositol, que lo ancla a la membrana, impide la traduccidon de sefiales.
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Los receptores tipo Toll (TLR por sus siglas en inglés Toll Like Receptors) reconocen una
variedad de componentes estructurales microbianos llamados patrones moleculares
asociados a patdgenos o PAMPs (por sus siglas en inglés pathogen-associated molecular
patterns). Tras el reconocimiento de los PAMPs, los TLR desencadenan la produccién de
mediadores proinflamatorios que ayudan a erradicar la infeccion. El TLR-4 se expresa en
células de linaje mieloide y algunas células no inmunes como las células epiteliales
intestinales y las células endoteliales, y es el receptor encargado de reconocer al LPS y
desencadenar la via de sefializacién que culmina en la sintesis de citoquinas proinflamatorias
(Ekman-Ordeberg y Dubicke, 2012). En un escenario tipico, la activacién de TLR-4 esta
precedida por la unidon de LPS a la proteina CD14 anclada en microdominios ricos en
colesterol y esfingolipidos de la membrana plasmatica llamados balsas lipidicas
(Ptociennikowska A. y col., 2015). EL CD14 luego transfiere el LPS al complejo TLR-4 / MD-2 que
dimeriza y desencadena la produccién dependiente del Factor88 de diferenciacion mieloide
(MyD88 por sus siglas en inglés myeloid differentiation factor 88) y TRIF (por sus siglas en
inglés T/R-domain-containing adapter-inducing interferon-3) de citocinas proinflamatorias e

interferones de tipo | (figura 7).
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Figura 7: Transduccion de sefiales de la via LPS-TLR4.
Adaptado de Ptociennikowska A. y col., 2015.
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La sintesis de las citoquinas proinflamatorias esta regulada por la activacion del factor de
transcripcion NFkB (por sus siglas en inglés Nuclear Factor kappaB). Este a su vez es un factor
de transcripcion que controla la expresion de muchos genes asociados al parto, incluido el de
la sintasa de PGs tipo 2 o ciclooxigenasa 2 (COX-2), el receptor de prostaglandina F2a, el
receptor de oxitocinay otros genes proinflamatorios relacionados con el desencadenamiento
del parto como las interleuquinas (IL)-6, IL-8 (cxcl8) y el factor de necrosis tumoral a (TNFa

por sus siglas en inglés Tumor Necrosis Factora) (Sykes y col.,2012).

3. Prostaglandinasy reproduccion.

Después de las hormonas sexuales, las prostaglandinas (PGs) siguen en nivel de importancia
en cuanto a la regulacion que ejercen sobre la funcién reproductiva femenina (ovulacion,
receptividad uterina, implantacion y parto) y sus patologias asociadas (Lindstrom y Bennett,

2004).

Las PGs, como también los tromboxanos y los leucotrienos son acidos grasos de 20 carbonos
que se denominan genéricamente eicosanoides y son producidas por todos los tejidos
corporales (Fortier M.A.y col., 2008). Se sabe que estan involucradas en procesos fisiologicos
como el correcto funcionamiento del sistema reproductivo femenino, asi como también en
procesos patoldgicos, entre ellos la hipertension, el cancery la inflamacién (Fortier M.A. y col.,
2008; Stouffer y Hennebold, 2015). En procesos sépticos, las PGs son liberadas en grandes
cantidades y tienen efectos abortivos debido a que, entre otras cosas, estimulan la

contractilidad de miometrio (Aisemberg y col., 2007).

3.1. Sintesis y metabolismo.

Las PGs se sintetizan a partir del acido araquiddnico (AA), presente en todas
las membranas celulares, que se encuentra unido a fosfolipidos de membrana, por lo que
debe ser liberado por fosfolipasas movilizadoras (fosfolipasa A2 (PLA2), PLC y PLD) que lo
hacen accesible a las enzimas metabolizantes. Una vez libre, las ciclooxigenasas, por dos
pasos de conversion, metabolizan el AA a la prostaglandina H2 (PGH2). Como la PGH2 es un
intermediario inestable, es convertida rapidamente por las sintasas de PGs en metabolitos
que son relativamente mas estables, entre ellos la prostaglandina E2 (PGE2) y la
prostaglandina F2a (PGF2a) (figura 8). En ciertos tejidos, la PGE2 puede ser convertida en
prostaglandina PGF2a por accion de la 9-ceto-reductasa, en una reaccion reversible (Gimeno

y col., 1985).
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Figura 8: Sintesis de PGs. Las fosfolipasas liberan el éacido araquidénico de
la membrana fosfolipidica y las enzimas COX-1 y COX-2 lo convierten primero en PGG2 vy
finalmente en PGH2, precursor de todas las PGs. PGH2 es convertido en una PGs activa

por alguna de las sintasas especificas.

Las PGs producen su accién al unirse a receptores celulares especificos de membrana o
intracelulares. Las enzimas limitantes en la via de sintesis de las PGs son las ciclooxigenasas
(COX). Hasta el momento se han identificado dos isoformas de la COX. La COX-1, se expresa
de manera constitutiva en la mayoria de las células, y es la fuente dominante de PGs que
mantienen la homeostasis. La expresion de la COX-2, es inducible por estimulos inflamatorios,
hormonas y factores de crecimiento, y es la fuente mas importante de formacion de PGs en
procesos inflamatorios. Sin embargo, ambas enzimas contribuyen a la generacion de
prostanoides autorreguladores y homeostaticos, y ambas pueden contribuir a la liberacidn de

prostanoides durante la inflamacién (Ricciotti E. y FitzGerald G., 2012).

La degradacion de las PGs esta dada en un primer paso, por su inactivacion por accion de la
15-hidroxiprostaglandina dehidrogenasa (15-PGDH). Esta enzima cataliza la oxidacion del
grupo 15-hidroxilo de las PGs y las convierte en metabolitos inactivos. En general las
concentraciones maximas de esta enzima se encuentran en bazo, pulmény corteza renaly se

ha localizado su expresidny actividad en Utero (Franchi, A. y col, 1985). Luego de la oxidacion
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inicial por accion de la 15-PGDH, son reducidas por accién de la enzima A13-15-
cetoprostaglandina reductasa (13-PGR) y los metabolitos obtenidos son eliminados por la

orina.

4. Oxido nitrico y reproduccién.

El 6xido nitrico (NO) es un radical libre muy reactivo de vida corta, esencial en el
funcionamiento normal de las células. Es una sefial multifuncional y un importante
modulador de las respuestas celulares en muchos tejidos, entre ellas la
contractibilidad cardiaca y la regulacion de la vasodilatacion (Dusting, G.J., y col., 2005; Lee,

J.ycol., 2016).

Su sintesis resulta de la conversion del aminoacido L-arginina a L-citrulina a través de
una familia de isoformas conocidas como éxido nitrico sintasas (NOS) (figura 9). Esta
familia se compone de tres isoformas, la neuronal (NOSn), la endotelial (NOSe) y la
inducible (NOSi) (Cannon, 1998; Viaro, F. y col., 2000). Las isoformas neuronal y endotelial son
dependientes de calcio/calmodulina, se localizan en el citosol y se activan en respuesta a un
aumento en la concentracidon de calcio intracelular. En cambio, la isoforma inducible es
regulada por endotoxinas y citoquinas proinflamatorias, entre otros estimulos, y cataliza la
sintesis de altas concentraciones de NO. En un comienzo, fueron divididas en constitutivas
(NOSe y NOSn) e inducible (NOSi). Sin embargo, actualmente se sabe que la expresion de la
NOSe y la NOSn también puede ser inducida y que en algunos tejidos la NOSi parece

expresarse constitutivamente (Baylis S.A. y col., 1999; Alderton W.K. y col., 2001).

——P——P

U!

Figura 9: Sintesis de NO.
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Durante un proceso inflamatorio, el NO produce vasodilatacion, conduce a un aumento en la
permeabilidad vascular con la consiguiente formaciéon de edema, inhibe la agregacion
plaquetaria, y regula el tono del mdsculo liso (Schmidt, H.H. & Walter, U., 1994; Rosselli y col.,
1998). A su vez, el NO, producido principalmente por la NOSi en respuesta a un estimulo
inflamatorio, promueve el aumento en la produccidn de citoquinas, la expresion de moléculas
de adhesion de leucocitos y el infiltrado de neutrdfilos en los tejidos durante la inflamacion

aguda o cronica (Hierholzer y col., 1998; McInnes y col., 1998; Cuzzocrea, S. y col., 2000).

En los tejidos reproductivos y durante la gestacion, el NO cumple importantes funciones entre
las que se encuentran la regulacion de la motilidad espermatica, de la foliculogénesis, de la
correcta implantacion, de la contractilidad uterina y el borramiento cervical (Rosselli y col,

1998).

5. LPS, activacion de la via comun del parto y PP.

Como se menciond previamente, las infecciones, y su consecuente proceso inflamatorio
asociado, son la Unica causa que ha sido estrechamente relacionada al desencadenamiento
del PP espontaneo y de las que se conocen los mecanismos implicados (Romero y col., 2006).
El trabajo de parto es un proceso proinflamatorio, por lo que un desbalance inmunoldgico en
la interfase materno fetal provocado por un proceso infeccioso puede provocar el

desencadenamiento del parto antes de tiempo.

Si bien las causas que pueden desencadenar el PP son muy variadas, las vias de sefializacion
y los eventos que preceden al inicio del trabajo de parto son comunes, incluso en el PP

inducido por un proceso inflamatorio (Figura 10) (Ekman-Ordebergy Dubicke, 2012).
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Causas y vias de seializacion del parto prematuro
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Figura 10: Causas y vias moleculares asociadas al parto pretérmino.

Adaptado de Ekman-Ordebergy Dubicke, 2012.

Tanto en humanos, como en ratones, la produccidn de citoquinas proinflamatorias por parte
de los tejidos reproductivos, entre las que se encuentran las interleuquinas IL-1a, 1B, IL-6, IL-
8 y TNFa entre otras, ha sido estrechamente asociada al desencadenamiento del PP. Estas
citoquinas, que son producidas por una variedad de células en el cérvix, el Gtero y el amnios
en respuesta a la presencia de componentes bacterianos como el LPS, estimulan en elamnios,
el corion, la deciduay el miometrio la liberacion de PGs y la produccién de metaloproteinasas
de matriz (MMP) en el amnios y el corion. La liberacién de PG uterina inicia la contractilidad
uterina y las MMP estimulan la maduracion cervical y contribuyen a la ruptura de las

membranas fetales (Ekman-Ordebergy Dubicke, 2012).

La evidencia acumulada sugiere que el parto ya sea prematuro espontaneo o a término parece
compartir una via inflamatoria comun (aunque ocurre en una edad gestacional diferente) que
finalmente conduce a una mayor contractilidad uterina, activacion de la membrana decidual

y remodelado o maduracion cervical.

5.1. Contractilidad uterinay PP.
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5.1.1. Elutero.

Anatomicamente, el Gtero murino es un érgano bicorne que comienza en el oviducto y recorre
la cavidad abdominal dorsal. Consiste en dos largos cuernos, que se unen sélo externamente
hacia el final y, aunque parecen estar unidos, se mantienen separados por un septo medio.
Cadaunodeellos desemboca por sus respectivos conductos cervicales en el extremo superior

de lavagina (Bertramy col., 2019) (Figura 11).

Ovario

Oviducto

Cérvix (

|
;V\ Vagina

-

Figura 11: Esquema del sistema genital femenino de raton.

Histoldgicamente, el Utero esta constituido por tres capas de tejido: la serosa o perimetrio en
la parte externa, el miometrio en la region media muscular y el endometrio en el interior
(figura 12). La serosa es la cubierta peritoneal del Gtero. Esta constituida por una monocapa
epitelial simple secretora, sostenida por tejido conectivo que se contintia con el peritoneo y
da anclaje a otros dérganos y estructuras corporales. El miometrio estda compuesto por
musculo liso dispuesto en una capa interna circular y una externa longitudinal al eje mayor
del Utero. Su actividad contractil estd coordinada y regulada por mediacién nerviosa. El
érgano se halla inervado por terminaciones de tipo colinérgicas y adrenérgicas del sistema
nervioso autonomo. El endometrio esta formado por una capa de epitelio cilindrico simple y
un estroma que consiste en una ldmina propia de gran espesor. En el estroma se encuentran

las glandulas endometriales formadas por epitelio cuboidal simple.
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Figura 12: Corte transversal de Utero de raton.

5.1.2. Lacontractilidad uterina.

Durante la prefiez normal, el Gtero debe permanecer relativamente quiescente para permitir
el crecimiento y el desarrollo de la unidad feto-placentaria. Al momento del parto, sufre
cambios que lo transforman en un drgano contractil que permite que, tanto el feto como la
placenta, puedan ser expulsados (Kota y col,, 2013). Entre estos mecanismos involucrados en
la contractilidad uterina se encuentran el aumento de los receptores de oxitocina el aumento

de la produccion de PGs (PGE2 y PGF2a) y la disminucion de la produccion de NO.

El inicio del parto tanto a término como prematuro resulta de la activacion y luego
estimulacion del miometrio (Gibb y Challis, 2002). El estiramiento mecanico del Utero, y el
aumento de la actividad del eje hipotaldmico-hipofisario-adrenal fetal favorecen la
produccion de quemoquinas proinflamatorias (IL-1B, 1-6, IL-8) en el liquido amnidtico que
actian como quimioatractantes favoreciendo el infiltrado de leucocitos en el Gtero y cérvix.
Como resultado, se induce la activacion de factores de transcripcion proinflamatorios que
regulan el aumento de la transcripcion de genes que promueven la contractilidad del

miometrio (Ravanosy col., 2015).

En embarazos a término se ha observado un aumento de la produccion de PG por parte de las
células miometriales, de la unidad feto placentaria, principalmente en el amnios (Olson DM, y

col., 1983), y de la decidua materna (principalmente PGF2a) (K. Ravanosy col., 2015). Las PGs
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actian de manera autdcrina y paracrina sobre el uUtero favoreciendo el inicio de la

contractilidad uterina, entre otras funciones (Gibb y Challis, 2002).

En nuestro laboratorio también evaluamos la participacion del sistema COX/PGs en el Gltimo
tercio de la prefiez normal en ratones BALB/c y hallamos que la produccion uterina de PGE2 y
PGF2a aumentay alcanza los maximos niveles en los momentos previos al parto (Cella y col,
2010). Solo se vio aumentada gradualmente la expresion de la COX-2 uterina en concordancia
con el aumento de PG, mientras que no se hallaron variaciones en la expresion de COX-1 en el
mismo tejido (Cella, 2007). Ademas, en un modelo de PP inducido por LPS, observamos un
aumento de los niveles de la COX-2, y de la produccion de PGs uterinas previo al
desencadenamiento del parto, reafirmando su importancia en el inicio de la contractilidad

uterina tanto a término como pretérmino (Cella y col.,, 2010; Dominguez Rubio y col., 2014).

Otro mediador importante en el Gtero es el NO, que contribuye al mantenimiento de la
quiescencia uterina necesaria para que la gestacion llegue a término disminuyendo hacia el
momento del parto (Izumiy Garfield, 1995; Ali y col., 1997; Rosselli y col., 1998; Farina y col.,
2000). En concordancia con esto, en nuestro laboratorio se evalud la produccion uterina de
NO en el dltimo tercio de la gestacion entre los dias 13 y 19 encontrando que la produccion
uterina de NO permanece constante entre los dias 13-16 y disminuye significativamente en
los dias 18 y 19 (Cella y col., 2010). Esto esta asociado a una disminucién en los niveles de la

NOSi (Cella, 2007). Resultados similares fueron obtenidos por el grupo de Takahashi (2012).

Coémo se menciond previamente, en procesos inflamatorios aumenta la expresion de la NOSi
lo que conlleva a un aumento en la produccion de NO. Durante la gestacion, Anbey col. (2007)
encontraron que al tratar con LPS a ratones hembra prefiadas se inducia un aumento de la
expresion de la NOSi y de la produccién de NO uterina previo al desencadenamiento del PP.
En concordancia con esto, en nuestro modelo de PP inducido por LPS, a diferencia de lo que
ocurre en el parto a término, observamos un aumento en la actividad de la NOS, antes del
inicio del parto, que es acompafiado por un aumento en la expresion proteica de la enzima
NOS:i uterina. Al igual que en el parto a término, en el modelo de PP inducido por LPS no se
hallaron variaciones en la expresion de las NOSn y NOSe uterinas (Cella y col, 2010). Estos
resultados sugieren que la isoforma NOSi es la principal responsable de las variaciones en la
produccion de NO observadas tanto en el parto a término como en el PP. Pero mientras que
en el parto a término la caida de la produccién de NO y de los niveles proteico de la NOSi

favorecen las contracciones uterinas, en el modelo de PP se observa el efecto contrario.

24



Introduccion

5.2. Borramiento cervical y PP.

5.2.1. Elcérvix.

El cérvix murino es una estructura de tejido cilindrico de pared gruesa, ubicada en la zona
inferiory caudal del Utero abriéndose hacia la vagina. Esta formado en un 10-15% por mdsculo
liso y el resto por tejido conectivo. El tejido conectivo que conforma el estroma cervical, es
predominantemente colageno de tipo | y lll, y en menor medida de tipo IV. Ademas, la matriz
extracelular (MEC) esta constituida por agua, glicosaminoglicanos, proteoglicanos, proteinas
matricelulares y elastina (Leppert, 1995). Las dimensiones del cuello uterino varian con la
gestacion, llegando a alcanzar el doble de su volumen hacia el momento del parto debido

principalmente a un aumento de la hidratacion del tejido (Yoshida y col, 2019).

Durante la gestacion, el cérvix se somete a un complejo proceso de remodelado,
caracterizado por cambios dramaticos tanto en la estructura de la MEC como en sus
propiedades mecanicas. Su funcidn principal durante la gestacion es mantener el canal de
parto cerrado, lo que hace que el feto permanezca dentro del Gtero, pero debe remodelarse
al momento del parto para permitir la expulsion del feto y la placenta. Luego del parto, el

cérvix retoma su formay consistencia anterior (Yoshida y col, 2019).

5.2.2. Elremodelado del cérvix.

El remodelado del cérvix puede considerarse como un proceso continuo dividido en cuatro
fases superpuestas: ablandamiento, maduracion, dilatacion y trabajo de parto, y reparacion
posparto (Word y col., 2007) . La integridad cervical y el momento correcto de remodelado
cervical son esenciales para mantener la gestacion tanto en humanos como en roedores. En
la figura 13 se puede observar una comparacion de las etapas de remodelado cervical entre

humanosy ratones.
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Figura 13: Etapas del remodelado cervical en (A) humanosy (B) ratones.

Adaptado de Word y col., 2007 y de Read y col., 2007.

Durante la fase de ablandamiento se puede observar el primer decaimiento en la

fuerza de tension del tejido al compararlo con el cérvix de una hembra no prefiada y

un aumento en la elasticidad tisular. En humanos esto ocurre en el primer trimestre de

embarazo, mientras en ratones en la Gltima semana de gestacion entre los dias 12-19. Es un

proceso lento que ocurre cuando los niveles de P4 estan elevados. A lo largo de la prefiez se

mantienen altos niveles de P4 y bajos niveles de estrégenos (E2), invirtiéndose esta
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proporcion en el ratén uno o dos dias previos al parto. La disminucién de la relacion P4/E2 es
clave para dar comienzo a una cascada de cambios estructurales en el cérvix, que permitira el
pasaje del feto a través del canal de parto (Read y col.,2007; Timmons y col.,2010; Mahendroo,

2012).

Luego del ablandamiento, continda la fase de maduracién cervical. Esta es una
etapa rapida y se caracteriza por la pérdida de la integridad del tejido, ocurriendo dias
previos al nacimiento en mujeres, u horas en el caso de ratones. Durante la fase de
maduracion se observa un aumento en la produccién de citoquinas proinflamatorias, mayor
permeabilidad vascular, un aumento el infiltrado de células inmunes y un aumento en la
degradacion de la matriz extracelular mediada por MMPs (Ali y col., 1997; Stygar y col., 2002;
Word y col., 2007; Timmons y col., 2010; Sykes y col., 2012). La maduracion es el evento
inmediato que precede al parto y es el mas estudiado en el parto pretérmino, sin embargo, las
investigaciones en las mujeres a menudo son dificiles de interpretar porque los tejidos
cervicales cominmente se derivan de biopsias de mujeres embarazadas a término antes del
parto en comparacion con las biopsias de mujeres inmediatamente después del parto. El
estudio en roedores ha sido muy util a la hora de dilucidar los mecanismos involucrados en

este proceso dado que es muy similar a lo que ocurre en mujeres.

Una vez que comienzan las contracciones uterinas, el cérvix ya maduro tiene la
capacidad de dilatarse lo suficiente (fase de dilatacion) para permitir el pasaje del feto
a través de él. Finalmente, la remodelacion cervical culmina con la recuperacion de la

integridad y tensidn cervical postparto (Read y col., 2007; Timmons y col., 2010).

Aunque la funcién del remodelado del cérvix en el parto a término sea similar a la del parto
pretérmino, numerosos trabajos han demostrado que los mecanismos moleculares
subyacentes que culminan en la maduracion y dilatacién cervical difieren en ambos casos

(Holt y col., 2011; Nallasamy y Mahendroo, 2017; Yellon, 2017).

Por ejemplo, se han identificado diferencias distintivas en las poblaciones de células inmunes
infiltrantes, la expresion génica, la proporcion de progesterona y estrogeno y los niveles y el
metabolismo de la prostaglandina cervical utilizando modelos murinos de PP (Timmons y
Mahendroo, 2006; Timmons y col., 2014). En estos estudios, se demostré que los niveles de
PGs no estaban elevados en el cérvix de hembras que parieron a término, pero si en las
hembras que tuvieron PP inducido por un proceso inflamatorio. Estos hallazgos, sumado a

que la inhibicién de la COX 2 en ratones tratados con LPS redujo significativamente las tasas
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de PP sin tener efecto en el parto a término (Timmons y col., 2014), demuestran un rol
fundamental de la sintesis de PGs cervical en el PP desencadenado por un proceso

inflamatorio.

Por otro lado, si bien el remodelado cervical es un evento proinflamatorio tanto a término
como pretérmino, se ha demostrado que el infiltrado de células mieloides, y en consecuencia
la produccidn de citoquinas proinflamatorias, en el cérvix previo al parto difiere seglin este
sea a término o pretérmino en un modelo animal: durante un proceso inflamatorio hay un
infiltrado masivo de neutrdfilos en el tejido cervical (Holt y col, 2011); sin embargo, no se
observa infiltrado de neutrofilos en el cérvix antes del parto a término y se ha demostrado que

son prescindibles en el parto a término (Timmons y Mahendroo, 2006).

6. Elliquido amnidtico.

El liqguido amnidtico (LA) es el liquido protector que rodea al feto durante la gestacion y es
esencial para su desarrollo y maduracién. Entre sus funciones principales se encuentran
suministrar nutrientes y otros factores necesarios para el crecimiento fetal, proporcionar
amortiguacion mecanica al feto y ejercer funciones inmunoldgicas que contribuyen a la
formacion de una barrera inmunoldgica contra los patégenos invasores (Gomez-Lopez y col.,

2018; Bommer y col., 2019).

El LA contiene componentes solubles y celulares. Los componentes solubles incluyen
carbohidratos, proteinas, péptidos, lipidos, lactato, piruvato, electrolitos, enzimas vy
hormonas, entre otros, muchos de los cuales actian como la primera linea de defensa contra
los patdégenos que invaden la cavidad amnidtica. Los componentes celulares del liquido
amnidtico incluyen diferentes tipos de células derivadas de las superficies exfoliantes del feto
en desarrollo, incluida la piel, el sistema respiratorio, el tracto urinario y el tracto
gastrointestinal, asi como las células madre. En mujeres, se ha demostrado que en ausencia
de infeccidon, el liquido amnidtico también presenta células inmunes, incluidos los
macroéfagos, neutrofilos, linfocitos Ty B, células natural killer (NK) y células linfoides innatas
o0 ILC (Gomez-Lopez y col., 2018). En ratones, se ha demostrado que los linfocitos B estan
presentes en el liquido amnidtico en diferentes grados de maduracion y que son capaces de

producir citoquinas proy antiinflamatorias (Bommer y col., 2019).
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7. Programacion fetal.

La calidad de vida intrauterina "programa" nuestra susceptibilidad para enfermedades de las
arterias coronarias, la diabetes, la obesidad y una multitud de otras condiciones que aparecen
mas tarde en la vida. La hipdtesis de los origenes evolutivos de las enfermedades del adulto,
a menudo llamada la "Hipoétesis de Barker" o “programacion fetal” (Barker, 1998), establece
que las influencias negativas en el desarrollo temprano y, en particular durante la vida
intrauterina, promueven respuestas compensatorias en la fisiologia y el metabolismo del
individuo, que devienen en permanentes y ejercen un efecto de reprogramacion, teniendo

consecuencias en el resto de la vida del individuo (De Boo y Harding, 2006).

El estrés, y sus factores asociados durante periodos criticos del desarrollo fetal modulan los
mecanismos epigenéticos que controlan genes especificos, que puede afectar la estructuray
la funcidn de los sistemas fisioldgicos. Las infecciones maternas durante la gestacion, o la
simulacidon del proceso inflamatorio a través del tratamiento con LPS, produce una suerte de
“estrés inmune” que ha sido considerado un poderoso factor de programacion del desarrollo

fetal (Izvolskaia y col., 2018).

8. Importancia del estilo de vida durante la gestacion.

La prevencion de las complicaciones y las muertes debidas al PP comienza con un embarazo
saludable. La atencidn de calidad antes, durante y entre embarazos garantiza que la gestacion
sea una experiencia positiva para todas las personas gestantes. Las directrices de la OMS
sobre la atencion prenatal incluyen intervenciones esenciales que ayudan a prevenir el PP,
como el asesoramiento sobre la dieta saludable y la nutricién éptima, o el abandono del
consumo de tabaco y otras sustancias; las mediciones ecograficas del feto, que ayudan a
determinar la edad gestacional y a detectar los embarazos multiples, y un minimo de 8
contactos con profesionales sanitarios a lo largo del embarazo, con el fin de identificar y tratar
otros factores de riesgo, como las infecciones. Facilitar el acceso a los anticonceptivos y
promover su acceso también puede contribuir a que disminuya el nimero de nacimientos

prematuros (OMS, 2018).

El estilo de vida de la madre antes y durante la gestacion, puede tener efectos sobre el
resultado del embarazo y puede, alin mas, tener efectos sobre la salud de la descendencia en
la edad adulta. De hecho, diferentes estudios han demostrado que el estrés y la depresion
materna crénica aumentan el riesgo de PP y la restriccion del crecimiento intrauterino

(Latendresse, 2009; Grote y col., 2010). Por otro lado, algunos estudios han demostrado que
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la practica de actividad fisica voluntaria (Hegaard y col, 2007, 2008) y los tratamientos
antiestrés (como el acompafiamiento psicoldgico, el acompafiamiento por parte de parteras
durante el embarazo o las terapias de relajaciony la practica de yoga (Narendran y col., 2005;
Khianman y col., 2012; Deshpande y col., 2013; Sandall y col,, 2016; Cunningham y col., 2018)

mejoran la salud materna, y reducen las enfermedades gestacionales en humanos.

9. Elambiente enriquecido.

El ambiente enriquecido (AE) es una estrategia de laboratorio que consiste en proveer una
serie de estimulos a los animales a través del entorno fisico y social. Se caracteriza por
presentar mayor espacio para los animales que la condicidn estandar. Ademas, alberga mayor
cantidad de individuos para promover la interaccion social y se emplean objetos con
diferentes texturas formas y colores que estimulan la actividad fisica, cognitiva y la
exploracion (Mering y Jolkkonen, 2015). Se cree, ademas, que el AE implica cambios
ambientales que producen un nivel de estrés que puede ser manipulado por el animal,
permitiendo que lo evite en situaciones futuras y resultando beneficioso a largo plazo

(Sparling y col., 2018).

En los modelos animales, el efecto de la estimulacion y el enriquecimiento ambiental
generalmente se asocia con un mayor bienestar, una mejor funcion cognitiva y resistencia al
estrés, que son impulsados por cambios moleculares, celulares vy fisioldgicos (Bakos y col.,

2009; Langdony Corbett, 2012).

Se ha utilizado la estrategia de enriquecimiento ambiental en modelos animales de la
enfermedad de Parkinson resultando una intervencion beneficiosa (Jungling y col., 2017; Wi y
col.,2018),y se ha visto que ejerce efectos neuroprotectores ante estimulos nocivos (Horvath
y col., 2013) y dafio retiniano (Dorfman y col., 2014; Gonzalez Fleitas y col., 2018). Ademas,
también puede prevenir el deterioro cognitivo relacionado con la edad y las consecuencias

adversas del estrés prenatal (Patten y col, 2015).

Si bien no existen a la fecha trabajos que evalden el efecto del enriquecimiento ambiental
sobre los tejidos reproductivos, si se ha visto que el enriquecimiento ambiental modula la
respuesta inmune inflamatoria en dos modelos de inflamacidn en ratones (Brod y col., 2017)
y se ha estudiado el efecto del enriquecimiento ambiental materno sobre el desarrollo de la

descendencia (Sale y col, 2007; Caporali y col, 2014; Connors y col., 2014). Incluso se ha
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postulado que la exposicion de hembras a AE antes del periodo reproductivo podria tener

efectos transgeneracionales (Cutuli y col,, 2015).
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Hipotesis y objetivos.

ELPP es la primera causa de morbi mortalidad en nifios y nifias menores de 5 aflos y representa
un gran problema para los sistemas de salud, dado que los costos econdmicos de los cuidados
neonatales son muy elevados. Ademas, los nifios y nifias nacidas antes de tiempo tienen
mayores probabilidades de sufrir algun tipo de discapacidad de por vida, en particular, las
relacionadas con el aprendizaje y complicaciones relacionadas con la vision y la audicién. Si
bien las causas que pueden desencadenar el parto antes de tiempo son muy variadas, las
infecciones durante la gestacion y el consecuente proceso inflamatorio representa una de las

principales causas.

En nuestro laboratorio hemos desarrollado un modelo inflamatorio de PP, inducido por la
administracion sistémica de LPS, para tratar de dilucidar los mecanismos asociados al

desencadenamiento del parto pretérmino y buscar terapéuticas para prevenirlo.

El estilo de vida antes y durante la gestacion puede tener efectos, no solo sobre la salud de la

madre y del feto, sino también sobre el desarrollo del embarazo en humanos.

En modelos animales, el enriquecimiento ambiental se presenta como una estrategia
beneficiosa para tratar diversos tipos de patologias y se asocia con un mayor bienestar, una
mejor funcidn cognitiva y resistencia al estrés, que son impulsados por cambios moleculares,

celulares y fisioldgicos.
Sobre la base de estas consideraciones nos planteamos la siguiente hipdtesis de trabajo:

“Fl enriguecimiento del ambiente materno produce cambios moleculares, celulares y
fisiologicos, que modulan la respuesta inmune materna frente a un desafio inflamatorio, que
podrian prevenir o retrasar el inicio del parto pretérmino y tener efectos beneficiosos sobre

la salud de la descendencia”.
El objetivo general de este proyecto es:

Disefar un protocolo de enriquecimiento ambiental materno y analizar su viabilidad como un
tratamiento para prevenir el PP y para disminuir las secuelas en la descendencia sometida a

un proceso inflamatorio durante su vida intrauterina.
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Para llevarlo a cabo se plantearon los siguientes objetivos particulares.

1-

Diseflar un protocolo de enriquecimiento ambiental, que consiste en una
combinacion de estimulaciéon inanimada, interaccion social y ejercicio fisico
voluntario antesy durante la gestacidn. Analizar si produce cambios sobre la fisiologia
materna.

Analizar la exposicion de las madres a un AE, como una posible terapéutica para la
prevencion del PP, utilizando un modelo murino. Estudiar los mecanismos
moleculares y celulares asociados a este evento.

Estudiar las consecuencias de la administracion de LPS y del enriquecimiento
ambiental materno sobre el crecimiento y el metabolismo de las crias.

Analizar la viabilidad de utilizar el protocolo de enriquecimiento ambiental acotado

solo al periodo gestacional como tratamiento preventivo del PP.

33



Materiales y métodos

Materiales y métodos.

10. Animales.

10.1. Condiciones de bioterio.

Para la realizacion de este trabajo se utilizaron ratones de la cepa BALB/c obtenidos del
bioterio de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la UBA. Se usaron hembras de seis
semanas de edad, crecidas hasta la adultez en nuestro bioterio. Fueron mantenidos en
condiciones controladas de temperatura (23-25°C) y luminosidad bajo un ciclo de 12 horas de
luz/12 horas de oscuridad, con agua y alimento ad libitum. Luego de 6 semanas de estadia en
nuestro bioterio fueron puestas en apareo con machos adultos de la misma cepa. La cépula
se verificd por la presencia del tapén mucoso vaginal a la mafiana siguiente, tomando ese dia
como el dia cero (d0) de prefiez. La gestacion, bajo las condiciones de nuestro bioterio, tiene

una duracién de 19 dias.

10.2. Protocolo de enriquecimiento ambiental.

Para evaluar si el enriquecimiento ambiental materno podia tener efectos beneficiosos,
disefiamos un AE que consiste en el alojamiento de las hembras en jaulas mas grandes (640 x
420 x 200 mm) que las estandar de laboratorio, que permiten albergar a diez animales. Estas
jaulas, ademas de alojar mas animales, proveen mas espacio por animal. La jaula contiene
ruedas y objetos de diferentes formas, texturas y colores (juguetes, tuneles, refugios y
escaleras) que son cambiados completamente una vez por semana. A mitad de la semana,
uno de los objetos se elimina, se mueve o se agrega un nuevo objeto a la jaula, para estimular
la actividad exploratoria. Este protocolo combina el incremento en la actividad social,
exploratoria, fisica y cognitiva de las hembras que participan de él. Las condiciones control
(ambiente control, AC) consisten en jaulas estandar de laboratorio que alojan a cuatro

animales (Figura 14).

Escaneando el siguiente codigo QR se puede ver un video de los animales en las jaulas AE 0 en
[=] p ]

las jaulas estandar:
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Para analizar si el enriquecimiento ambiental materno previo al apareo y mantenido durante
la gestacion resultaba beneficioso, los animales se ingresaron a las jaulas de AE (o AC) a las
seis semanas de edad y permanecieron en ellas durante 6 semanas cuando fueron puestas en
apareo con machos BALB/c adultos en jaulas estandar (2 hembras con un macho por jaula).
Una vez detectado el tapdn mucoso las hembras regresaron a las jaulas de AE (o AC
respectivamente) hasta el dia 15 de gestacion, cuando se les administré el LPS i.p. (o la

solucion salina en el caso de los controles).

Apareo | Ambiente Enriquecido (AE) >

;Iembras Beclllbk:ddccai (con machos ‘Parto a términ(_)r
semanas de eda Balb/c adultos) (Dia 19 de gestacion)

! !
> s> >

AT >

' | Ambiente Control (AC) >

Dia 15 de gestacion
(LPS o vehiculo i.p. )

Figura 14: Esquema del protocolo de enriquecimiento ambiental materno. Esquema del protocolo y
fotos de las jaulas de AE y AC. Las hembras ingresaron al protocolo cuando tenian 6 semanas de edad y
permanecieron en sus respectivas jaulas (AC o AE) por 6 semanas mas. Luego fueron puestas en apareo
con machos adultos de la misma cepa y el dia que se observé el tapdn mucoso las hembras volvieron a

su jaula de origen hasta el dia 15 de gestacion, cuando se les administro el LPS (o el vehiculo).

Para evaluar el efecto del enriquecimiento ambiental materno aplicado solo durante la
gestacion, hembras provenientes de un AC fueron puestas en apareo y luego de la aparicion
del tapdn mucoso (d0) fueron colocadas en jaulas de AE hasta el dia 15 de gestacion cuando

fueron tratadas con el LPS (figura 15).
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Apareo
Hembras Balb/c de (conpmachos Parto a término

6 semanas de edad Balb/c adultos) (Dia 19 de gestacion)

! !
1

Dia 15 de gestacion
(LPS o vehiculo i.p. )

I Ambiente Control (AC) >

l Ambiente Enriquecido (AE) >

Figura 15: Esquema del protocolo de enriquecimiento ambiental materno solo durante la gestacion.
Hembras de 6 semanas de edad permanecieron en jaulas estandar de laboratorio (AC) por 6 semanas
mas. Luego fueron puestas en apareo con machos adultos de la misma cepa y el dia que se detect? el
tapén mucoso las hembras entraron al protocolo de enriquecimiento ambiental hasta el dia 15 de

gestacién, cuando se les administré el LPS.

10.3.Modelo de PP.

En el dia 15 de gestacion, las hembras provenientes de AE o AC fueron desafiadas con 2 dosis
de LPS administrado por via intraperitoneal. La primera (0,13 mg/kg de LPS, 5 ug en 100 pl de
solucion salina estéril) a las 9hy la segunda (0,39 mg/kg, 15 pug en 100 pl de vehiculo) a las 12h.
Las hembras control recibieron en el mismo momento y por la misma via de administracion,
idéntico volumen del vehiculo utilizado para resuspender el LPS (100 ul de solucién salina

estéril).

Un grupo de animales fue sacrificado en el mismo dia y se recolectaron los tejidos de interés
a distintos tiempos segun la técnica a utilizar. A otro grupo de hembras se las dej6 continuar
con la prefiez (en jaulas individuales) para monitorear el momento del parto, definido como
el momento de expulsion de la primera cria (Figura 16). Consideramos que el parto fue
prematuro siocurri6 antes de completado el dia 17 de gestacion. Con este grupo de animales,
calculamos el porcentaje de PP, el tamaio de la camada, la mortalidad perinatal y luego

monitoreamos el desarrollo de las crias durante la lactancia y al llegar a la adultez (Figura 16).
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Administracion de LPS (o SF) i.p.

1= 2do Parto a ]
inyeccion ineccion término
y- \d
Determinacion del % de PP,
dia 15 dia 19 tamafio de la c_amada
y muerte perinatal.
‘.‘ !
Tapdn mucoso Parto prematuro (PP)
(dia 0) o
Administracion de LPS (o SF) i.p.
qra oda =
inyeccion inyeccion
\ A A
Sacrificio y
dia15 | B recoleccién RT-PCR.
de tejido
Tapon mucoso
(dia 0) o
Administracién de LPS (o SF) i.p.
ira 2da .
inyeccién inyeccion Western Blot
3h 5h : 5
" ' Cuantificacion de PGs,
Sacrificio Ensayo de actividad de NOS,
dia 15 By recoleccion » Ensayo de actividad de MMPs,
de tejido. Inmunohistoquimica,
‘ Citometria de flujo,
Tapén mucoso ELISA de citoquinas
(dia Q) N

Figura 16: Esquema del protocolo de administracién de LPS y recoleccion de tejidos. El d0 de gestacion
corresponde al dia en que se observé el tapdn mucoso. En el dia 15 de gestacion se administraron 2
dosis de LPS separadas por 3 horas. Dependiendo del tipo de determinacidn a realizar, se separé a los
animales en 2 grupos: a un grupo se le permitié continuar la gestacién para monitorear el inicio del
parto y el desarrollo de las crias. Estas hembras fueron colocadas de a una en jaulas estandar hasta el
momento del parto y se calculd el porcentaje de PP. Otro grupo fue sacrificado en dia 15 de gestacion,

3 05 horas luego de la segunda dosis de LPS, y se aislaron los tejidos de interés.

Combinando el protocolo de enriquecimiento ambiental y el de PP inducido por LPS

quedaron determinados 4 grupos experimentales a los que las hembras son asignadas al azar:

- AC+C: ambiente control + solucién salina
- AC+LPS: ambiente control + LPS
- AE+C: ambiente enriquecido + solucidn salina

- AE+LPS: ambiente enriquecido + LPS

Todos los procedimientos realizados en este trabajo fueron aprobados por Comité

Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de
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Medicina (Universidad de Buenos Aires) (CD N° 900/2016), y se realizaron de acuerdo con la

Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (NIH).

10.4. Desarrollo de las crias

La evaluacion del desarrollo fisico en las crias provenientes de hembras tratadas durante la

gestacion se realizd durante la lactancia y una vez alcanzada la adultez (2 meses de edad).

Durante la lactancia se estudié el peso de las crias semanalmente y se evaluaron tres
parametros de desarrollo fisico: la separacidon del pabelldén auricular, la erupcién de los
dientesy la apertura ocular. Estos parametros aparecen normalmente en un margen de edad
acotada y por lo tanto la presencia o ausencia de los mismos debe ser evaluada en

determinados dias, considerando al dia 0 el dia de su nacimiento (Feria et al,, 2003).

Las crias fueron pesadas los dias 1, 7, 14 y 21 postnatal. La separacion del pabellén auricular
fue evaluada entre los dias 2 y 4, la erupcidn de los dientes entre los dias 7y 10 y la apertura
ocular entre los dias 12 y 16. Un retraso en alguno de estos parametros fue considerado

anormal. Se evaluaron 2 crias de la camada elegidas al azar.

Es importante mencionar que en las hembras que tuvieron PP inducido por LPS, provenientes
tanto de AC como de AE, las crias nhacen muertas o mueren de inmediato a causa de su

prematurez por lo que no son utilizadas para estos analisis.

Al alcanzar la adultez, las crias fueron pesadas y luego sacrificadas para recolectar el sueroy
para pesar los depositos adiposos. A los machos se les peso la grasa abdominal-gonadal (en
conjunto) y la grasa retroperitoneal. A las hembras se les pesé la grasa abdominal, la grasa
gonadal y la grasa retroperitoneal. En suero se midieron los niveles de colesterol y

triglicéridos.
11. Técnicas.

11.1. Medicién de glucosa y test oral de tolerancia a la glucosa.

La determinacion de la glucemia (concentracion de glucosa en sangre) se realizd
mediante el aparato Accu-Chek®Performay sus correspondientes tiras reactivas (Roche S.A.Q.
e |, Buenos Aires, Argentina). El test de tolerancia a la glucosa se realiz6 a hembras en el dia
15 de prefiez provenientes de AC y de AE sin la administracion de LPS (ni de vehiculo). Luego
de 6 horas de ayuno, se administraron por via oral mediante sonda esofagica 100 ul de una

solucién de 2 g de dextrosa/kg de peso corporal. Previamente se midieron los niveles basales
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de glucosa sanguinea (tiempo 0). Luego de la administracion de la dextrosa, se midieron las
concentraciones de glucosa sanguinea a los 30, 60 y 120 minutos. Las muestras de sangre se

obtuvieron de la vena de la cola de los animales. Los valores se expresaron en mg/dl.

11.2. Medicién de triglicéridos y colesterol.

Para la determinacion de los niveles de triglicéridos y de colesterol en suero de madres y crias
adultas se utilizaron los 4its 7G color GPO/PAP AA linea liquiday Colestat enzimatico AA linea
liquida, respectivamente. Brevemente, se colocaron 10 ul de suero o del reactivo estandar (de
concentracion de triglicéridos o de colesterol conocida) en 1 mL de reactivo y se incubaron las
muestras durante 5 min (triglicéridos) o 15 min (colesterol) en un bafio de agua a 37°C. El
método de medicion es colorimétrico de punto final, por lo cual, se determiné la absorbancia
a 505 nm en un espectrofotometro.

Las muestras de sangre fueron obtenidas luego de 8 horas de ayuno, en el dia 15 de gestacion
en el caso de las madres y a los 2 meses de edad en el caso de las crias. Los animales se
sangraron por decapitacion luego de ser anestesiados con CO,. Se dejo la muestra a
temperatura ambiente para permitir la coagulaciony luego se centrifugd la sangre coagulada
a 800 x g durante 10 min lo que permiti6 la separacion del suero. Los niveles séricos de
triglicéridos se expresaron como mg de triglicéridos/dl de suero y los de colesterol se

expresaron como mg de colesterol/dl de suero.

11.3. Purificacion de células mononucleares de sangre periférica (o

PBMC).

La purificacion de las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) se realizé a partir de
sangre periférica obtenida por sangrado retro-orbital, para lo cual los animales fueron
anestesiados en una atmosfera de CO, y luego sacrificados por dislocacion cervical. Para el
sangrado se utilizaron tubos con buffer citrato de sodio 129mM pH=7,2 como anticoagulante.
La purificacion se realizd por medio de gradientes de HISTOPAQUE-1083, los cuales se
centrifugaron durante 30 minutos a 400 x g a temperatura ambiente. De la interface se
tomaron las PBMC, las cuales fueron lavadas por medio de centrifugacion lenta (200 x g, 10
minutos) con PBS 1X para remover plaquetas y restos de HISTOPAQUE. Las células obtenidas

fueron congeladas a -80°C para su posterior utilizacion.
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11.4. Western blot.

Para analizar los niveles proteicos de TLR4, CD14, NOSi, COX-1y COX-2 se aislaron las PBMC,
el Uteroy el cérvix de hembras prefiadas en dia 15, 5h luego de la segunda dosis de LPS (o del
vehiculo). Los tejidos se lavaron con PBS y se guardaron a -80°C hasta el momento del ensayo.
Se homogeneizaron en buffer de homogenizacion (50uL para las PBMC, 200uL para el cérvix,
500 pL para el Gtero), se sonicaron y se centrifugaron a 14000 xg por 10 minutos a 4°C. Se aisld
el sobrenadante que contenia las proteinas totales y se separé una alicuota para
cuantificarlas por el método de Bradford (Bradford, 1976). Para poder llevar a cabo la
separacion electroforética, se colocaron 50-100 pg de proteinas en buffer muestra con 5% de
B-mercaptoetanol en un volumen final de 20 pl para luego ser desnaturalizadas a 100°C
durante 5 minutos.

La separacion electroforética se realizé en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) segln la
técnica descrita por LaemmLi (LaemmlLi, 1970). Las muestras y el marcador de peso molecular
fueron sembrados en geles de poliacrilamida, con un gel concentrador del 4,5% y un gel
separador del 10%. La electroforesis se llevd a cabo a temperatura ambiente con buffer de
corrida, primero a un voltaje constante de 60 V para que se concentre la muestray luego a 100
V para que se separen las proteinas.

Una vez finalizada la corrida, las proteinas fueron transferidas a una membrana de
nitrocelulosa de 0,45 um utilizando el sistema de transferencia himedo Mini-Protean Ill (Bio-
Rad) a voltaje constante (100 V) en hielo durante 90 minutos. A fin de verificar que la
transferencia se haya realizado correctamente, se tifieron las membranas con Rojo Ponceau,
un colorante reversible. Luego fueron lavadas con solucién de lavado (T-PBS) e incubadas en
solucion de bloqueo (PBS con 5% de leche en polvo descremada) durante 1 h a temperatura
ambiente. A continuacidn, se realizaron 3 lavados de 10 minutos con T-PBS.

Para la deteccion inmunoldgica se incubaron las membranas con diluciones previamente
optimizadas de los anticuerpos primarios durante 24 horas a 4°C. Luego se lavaron las
membranas con T-PBS y seincubaron por una hora atemperatura ambiente con el anticuerpo
secundario correspondiente (Tabla 1) diluido en PBS.

El revelado fue realizado por quimioluminiscencia, para lo cual las membranas fueron
incubadas con la solucidn de revelado para ECL durante 1 minuto y posteriormente fueron
visualizadas y fotografiadas en el analizador de imagenes Syngene, Gene Gnome XRQ NM
(UNITEK, Argentina). Las diluciones de los anticuerpos y sus correspondientes tiempos de

incubacion se detallan en la siguiente tabla:
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Tabla 1: Anticuerpos utilizados para los western blot. Se muestra la dilucidn utilizada y el anticuerpo

secundario correspondiente.

Anticuerpo Dilucion Anticuerpo secundario
COX-1 1/200 Anti-rabbit (1/3000)
COX-2 1/300 Anti-rabbit (1/3000)

NOSi 1/200 Anti-rabbit (1/3000)
TLR4 1/200 Anti-goat (1/10000), 3% leche.
CD14 1/200 Anti-rabbit (1/3000)
Actina 1/5000 Anti-rabbit (1/3000)

La intensidad de las bandas se cuantificd utilizando el programa Image J (libre
acceso, NIH) y se la relativizd respecto a la banda correspondiente a la actina. Los
resultados se expresaron como la densidad Optica de la proteina analizada, relativa a lade la

actina.

11.5.RT-PCR.

Se colectaron las muestras de cérvix 3 horas luego de la segunda administracion de LPS y se
guardaron en Quick-Zol (Kalium, Buenos Aires, Argentina) a -80°C hasta el momento de su
utilizacion. El dia del ensayo se homogeneizaron y se realiz6 la extraccion del ARN total segin
instrucciones del fabricante. La concentracion de ARN se determind a través de un

espectrofotometro de micro volumenes.

El ADNcopia (ADNc) se gener6 a partir de 2ug de ARN, previamente tratado con DNAasa. Se
realizd la retrotranscripcion incubando las muestras con la enzima M-MLV, cebadores
aleatorios y desoxiribonucledtidos trifosfatados (dNTPs) en presencia de un inhibidor

recombinante de ribonucleasas durante 10’ a 25°C, 50’ a37°Cy 15’ a 70°C.

La amplificacion del ADNc se hizo utilizando cebadores (primers) especificos disefiados con el
programa Primer-Blast (www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) para cada mensajero
retrotranscripto de interés (tabla 2). Para cada ADNc se pusieron a punto las condiciones
ideales de reaccion. En cada experimento se realizaron controles negativos, donde se
colocaron todos los reactivos menos el ADNc. Para cada muestra se realizd en paralelo la RT-

PCR de la b-actina como control de carga.
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Tabla 2. Cebadores utilizados para las RT-PCR

cDNA Cebador sentido Cebador antisentido Tomafio del
producto (Pb)

Cxcl-15 GGTGAAGGCTACTGTTGGC TATTCTCTTGTTCTCAGGTCTCC 151
Ccls CCTCACCATCATCCTCACTG CACTTGGCGGTTCCTTCG 196
Ccl3 CCGACTGCCTGCTGCTTCTCCTAC | CGTTCCTCGCTGCCTCCAAGACTC 213
Ccl2 CTCACCTGCTGCTACTCATTCAC ATGTCTGGACCCATTCCTTCTTG 163
Cxcl-10 ATCCCTGCGAGCCTATCC AATTCTTGATGGTCTTAGATTCCG 103
Mmp8 TGGTGATTTCTTGCTAACCCC TACACTCCAGACGTGAAAAGC 139
B-actina TGTTACCAACTGGGACGACA TCTCAGCTGTGGTGGTGAAG 392

Los productos de PCR se separaron en geles de agarosa (2%) se corrieron a 100V en buffer TAE
1X y se posteriormente se incubaron con una solucién de bromuro de etidio. Los geles se
fotografiaron con camara digital bajo luz UV y la intensidad de las bandas se cuantifico
utilizando el programa Image J. Las bandas correspondientes a cada ARNm se normalizaron

contra la banda correspondiente a la actina.

11.6. Medicion de la actividad gelatinasa de MMP-2 y MMP-9 por

zimografia.

Se evalud la actividad gelatinasa de las MMP-2 y MMP-9 en el tejido cervical segtin lo descripto
por Pustovrh y col. (2005). Brevemente, el cérvix se homogeneizé en buffer de
homogenizacion para zimografia y se prepararon 40 ug de proteina con buffer muestra para
sembrar las muestras en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 7,5% en los que se incorpord
1 mg/mL de gelatina. Después de la electroforesis, los geles se lavaron en Triton X-100 al 2,5%
durante 60 minutos para eliminar SDS. A continuacion, los geles se incubaron durante 24 h en
buffer de incubacion a 37 °C. Los geles se tifieron con azul de Coomassie y luego se destifieron
con acido acético al 10% y metanol al 30% en agua. Las areas de actividad proteolitica se
observaron como bandas sin tincion sobre el fondo oscuro. Las MMPs se identificaron segin
sus pesos moleculares. Se evalué también la actividad de la pro MMP-2 ya que la exposicidn a

SDS induce cambios en su conformacion que producen su activacién.

La actividad enzimatica se cuantific utilizando el paquete de software Image J y se expresd

como unidades densitométricas arbitrarias, que se normalizaron a la actividad MMP del grupo
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control (AC+C). Los datos se muestran como relativos a un valor de 1 asignado a los valores
medios de la actividad de MMP-9, MMP-2 y pro-MMP-2 respectivamente, en el cérvix de

hembras del grupo control.

11.7. Radioinmunoensayo de PGs.

Mediante la técnica de radioinmunoensayo, RIA segln su abreviatura del inglés radio-
immuno-assay, se determinaron los niveles de PGE2 y PGF2a en Utero, cérvix y liquido
amnidtico. Hembras prefiadas en dia 15 fueron sacrificadas 5 horas después de la segunda
inyeccion de vehiculo o LPS de los cuatro grupos experimentales. Por cada hembra se
recolecté un fragmento uterino de aproximadamente 100 mg, el cérvix entero y el liquido
amnidtico de todos los fetos. El Gtero y el cérvix que se congelaron a -80°C y el liquido
amnidtico se centrifugd por 10’ a 800 x g a 4°C y se guardd el sobrenadante a -80°C.

El dia del ensayo, se pesaron los fragmentos (de Gtero y cérvix) y se incubaron en 1 mL de
buffer KRB durante 1 h en un bafio a 37°C en atmosfera de carbdgeno. Este paso no fue
necesario para el liquido amnidtico. A continuacion, se separo el tejido para cuantificar las
proteinas totales y el buffer KRB se acidifico hasta pH=3 con HCI 1N, para luego agregar la fase
organica, 2 mL de acetato de etilo, para extraer las PGs liberadas. Se recogi6 la fase organica
y se repitio el proceso de extraccion 2 veces mas. El acetato de etilo, que contenia las PGs, se
evaporo en estufa de vacio.

Las muestras y todos los reactivos fueron reconstituidos en buffer RIA de PGs. Se preparé una
solucion madre del estandar respectivo (8000 pg/mL) a partir de la cual se hicieron diluciones
seriadas al medio hasta llegar a 7,5 pg/mL para la curva de calibracion. En tubos de propileno
se colocaron 0,1 mL de los estandares o de la muestra con el antisuero correspondiente (anti-
PGE2 o anti-PGF2a) y se incubaron por 30 minutos a 4°C, posteriormente se agregd la
prostaglandina marcada durante 1 hora y finalmente una suspensién de carbén activado
(1%)-dextran (0,1%), que separa la PG unida de la libre. Las muestras se centrifugaron a 2000
x g durante 15 minutos a 4°Cy el sobrenadante se volcé en viales conteniendo 1 mL de liquido
de centelleo para muestras acuosas. La radioactividad se midié en contador de centelleo
beta. Luego de una transformacion logaritmica los datos se expresaron como pg de PGE2 o
PGF2a /ug de proteinas totales. El método tiene una reactividad cruzada menor al 0,1%y una

sensibilidad de 5 pg/tubo con una Ka= 1.5 x 1010 |/mol.
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11.8. Radioinmunoensayo de corticosterona.

Se obtuvieron las muestras de sangre periférica por decapitacion luego de anestesiar a los
animales con CO,. Se dejé la muestra a temperatura ambiente para permitir la coagulaciony
luego se centrifugd a 800 x g durante 10 min lo que permitié la separacion del suero, que se
guardd a -80°C hasta el momento de su utilizacion. Los niveles de corticosterona se
determinaron en muestras de suero por RIA después de una extraccion con diclorometano,

como Cymeryngy col. describieron anteriormente (Cymeryng y col., 1998).

11.9. Actividad de las NOS medida por radio conversion.

La actividad de las NOS en el cérvix y en el Gtero de hembras prefiadas en d15 Se midi6 5 horas
luego de la segunda inyeccion de vehiculo o LPS de los cuatro grupos experimentales.

La técnica se basa en la radioconversion de [*“C]-L-arginina y 02 a [**C]-L-citrulinay NO. Dado
que la citrulina es producida en cantidades equimolares con el NO, se puede utilizar la
medicion de citrulina, que permanece en la muestra, como medida de la cantidad producida
de NO (el cual se pierde rapidamente por ser gaseoso) (Bredt and Snyder, 1989). Se recolectd
un fragmento uterino de aproximadamente 100 mgy el cérvix entero que se guardaron a-80°C
hasta su posterior utilizacion. El dia del ensayo, los tejidos fueron pesados y homogeneizados
en 500 pl de buffer HEPES completo. Posteriormente, los tejidos fueron incubados con [*C]-
L-arginina 10 uM (0.3 uCi) durante 15 minutos, en un bafio a 37°C con agitacidn constante y
atmdsfera de carbdgeno. Finalizada la incubacion, cada muestra fue centrifugada a 17000 x g
durante 10 minutos. El sobrenadante fue sometido a cromatografia de intercambio i6nico,
para separar la [*C]-L-citrulina formada de la [**C]-L-arginina, utilizando columnas DOWEX
AG50W-X8 (forma anidnica Na+). La [**C]-L-arginina queda adsorbida, mientras que la [**C]-L-
citrulina es eluida. Se colect6 el eluido y se le agregd liquido de centelleo para muestras
acuosas. La radioactividad se midié en contador de centelleo beta. Se adicion6 un tubo de
radioactividad inespecifica conteniendo solamente 500ul de buffer HEPES completo y [**C]-L-
arginina. La actividad de la enzima se expresé como femtomoles de citrulina radioactiva

producidos por mg de peso de tejido en 15 minutos (fmol [14C]-citrulina/mg tejido/15 min.).

11.10. Inmunofluorescencia.

El cérvix de hembras prefiadas se recolectd 5h después de la administracion de LPS (o
vehiculo) y se fij6 en formaldehido al 10% en PBS. Los tejidos fueron deshidratados en

gradiente creciente de alcohol y embebidos en parafina. Se realizaron secciones de 4 um con
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un microtomo y se montaron en portaobjetos recubiertos con silano. La recuperacion
antigénica se realiz6 calentando los cortes a 90°C durante 30 minutos en buffer citrato (pH
6,3). Las secciones se sumergieron en Triton X-100 al 0,1% en PBS durante 20 min para lograr
la permeabilizacion. Los cortes se bloquearon en una solucién de suero equino al 5% durante
1 horay luego se incubaron durante la noche a 4 ° C con el anticuerpo primario (1: 200 anti-
Ly6G). Después de varios lavados, los cortes se incubaron con el anticuerpo secundario (IgG
anti-rata de cabra conjugado con Alexa 488, 1:200) durante 2 h a temperatura ambiente.
Algunas secciones fueron tratadas sin los anticuerpos primarios para confirmar la
especificidad. Los nlcleos se tifieron con Héechst (1 ug/mL) y luego los vidrios se montaron
con medio de montaje fluorescente y se observaron bajo un microscopio de epifluorescencia
(Nikon Eclipse 200, NY, EE. UU.). Las imagenes digitales comparativas de diferentes muestras
se tomaron utilizando configuraciones idénticas de exposicion temporal, brillo y contraste.
Los neutrdfilos se identificaron analizando la marca Ly6G+ y la forma caracteristica de los
nucleos. Se analizaron 10 campos por cada corte y los resultados se expresaron como el
numero total de neutréfilos en 10 campos. Los neutrdfilos se clasificaron segln el area del
tejido en el que se ubicaron las células: en el epitelio, en el tejido intersticial o en la luz de los

Vasos sangu ineos.

11.11. Citometria de flujo de liquido amnidtico.

Se colecto el liquido amnidtico (LA) de cada feto de las madres en d15 de gestacion, 5h luego
de la segunda dosis de LPS (o SF). Se centrifugd a 800 x g a 4°C y se separd el sobrenadante
para realizar las mediciones de citoquinas. Se resuspendieron las células en 1mL de buffer
FACS y se aisl6 una alicuota para cuantificar el nimero de células en camara de Neubauer.
Luego del recuento, se separaron 200.000 células en 3 tubos que luego se centrifugaron 10
min a 4°C a 800 x gy fueron resuspendidos en 60 pL de las distintas soluciones de tincién. El
control negativo se resuspendid en FACS, el tubo FMO (por sus siglas en inglés Fluorescence
Minus One) se resuspendid en una dilucion 1/300 del anticuerpo anti CD45 en FACS y el tubo
con marca que poseia las diluciones de todos los anticuerpos utilizados para el ensayo en
FACS: CD45 (1/300), CD19 (1/50) y CD5 (1/200). Se incubaron durante 30 min a 4°C, y se
agregaron 500 uL de FACS buffer en frio. Posteriormente, se centrifugaron durante 10 min a
4°C a 2500 800 x g. Se descartd el sobrenadante y se fijaron las células con paraformaldehido
(PFA) 1% por 24 hs a 4°C. Se agregaron 500 pL de FACS y se centrifugaron los tubos por 10
minutos a 4°C a 800 x g. Se descartd el sobrenadante y se resuspendieron las células en 200 pL

de FACS buffer. Se guardaron a 4°C cubiertos en papel aluminio hasta su analisis.
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11.12. ELISA de citoquinas.

La medicion de lalL-10, de TNFay de laIL-6 en el liquido amnidtico llevé acabo utilizando kits
de ELISA BD OptEIA™ de la empresa BD Bioscience (nimeros de catalogo 555252, 555268 y
555240 respectivamente) siguiendo el protocolo del fabricante.

LainterleuquinaIL-22 en el liquido amnidtico se midio utilizando el kit de ELISA de laempresa

Biolegend® (nimero de catalogo 436304) siguiendo el protocolo del fabricante.

12. Andlisis estadistico de los datos.

El tamafio aproximado de la muestra se calculdé a priori para todas las determinaciones
utilizando el software estadistico Infostat, seglin lo requerido por el Comité Institucional para
el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de la Facultad de Medicina (Universidad de
Buenos Aires). Este programa permite calcular el tamafio minimo de la muestra para detectar
diferencias estadisticamente significativas entre las medias grupales especificadas por el
usuario teniendo en cuenta el nUmero de tratamientos, la varianza (obtenida de la bibliografia
y los experimentos anteriores del laboratorio), el nivel de significancia (0,05) y la minima
diferencia a detectar, asociada a valores de potencia, teniendo en cuenta que estos Ultimos
siempre son superiores al 80%.

En todos los experimentos la unidad experimental fue la madre, que fue asignada en un
disefio completamente aleatorizado a alguno de los 4 grupos experimentales:

AC+C: ambiente control + solucidn salina

AC+LPS: ambiente control + LPS

- AE+C: ambiente enriquecido + solucidn salina

- AE: ambiente enriquecido + LPS
De esta manera, todas las muestras son independientes entre si.
Al analizar las crias la unidad experimental también fue la madre. Durante la lactancia se
pesaron todas las crias de la camaday los pesos se promediaron y luego se usé la media para
el analisis estadistico. Los parametros de desarrollo se evaluaron en 2 crias al azar y también
se promediaron. Al llegar a la adultez se utilizaron dos crias por madre (una de cada sexo) para
medir el colesterol, los triglicéridos séricos y el peso de los depdsitos adiposos.
Los resultados fueron analizados por ANOVA de uno o dos factores segiin correspondiera.
Cuando se evaluaron solamente los efectos del ambiente se utilizd ANOVA de un factor, y
cuanto se quiso evaluar también el efecto del LPS y una posible interaccion entre factores se

utiliz6 ANOVA de 2 factores. Cuando se utilizd6 ANOVA de dos factores, primero se probd la
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significancia de la interaccion entre los dos factores (ambiente y tratamiento). Si la
interaccion no fue estadisticamente significativa (p>0,05), se evaluaron los efectos
principales.

Ademas, se utilizo el disefio de medidas repetidas en el tiempo cuando una misma unidad
experimental fue sometida a mediciones sucesivas a lo largo del tiempo (peso de las crias
durante la lactancia, glucosa en sangre) lo que permite un mejor control del error ya que se
estudian patrones individuales de cambio y su variacion entre los diferentes tratamientos.
Las comparaciones se realizaron mediante la prueba de Tukey o DGC (Rienzo et al., 2002). La
normalidad y la homogeneidad de la varianza se probaron mediante las pruebas de Shapiro-
Wilk (modificada) y Levene, respectivamente. En el caso de los datos que no cumplieron con
los supuestos, se aplicé la transformacion mas adecuada seglin el comportamiento de los
datosy continud de lamisma manera que con los datos reales. El analisis estadistico se realizd
utilizando un disefo de bloques al azar cuando fue necesario.

Los datos se expresaron como media + ES (error estandar de la media) y las diferencias se
consideraron significativas cuando p-valor fue inferior a 0,05.

Laincidencia de PP se analizé efectuando un arreglo de los datos en tablas de contingencia t.
Mediante el test de chi-cuadrado se analizé la hipotesis de independencia entre el ambiente
al que son expuestas las hembras y la ocurrencia de PP. Cuando se rechazé la hipotesis de
independencia con un p-valor <0,05 se concluyé que existian diferencias significativas en los
porcentajes de PP entre los grupos.

La eficiencia de la prefiez se analizd mediante el test estadistico no paramétrico Kruskal-Wallis
utilizando la mediana y el rango intercuartil debido a que los datos no se distribuian de
manera normal.

El nimero de neutrdfilos infiltrantes en el cérvix se analizd mediante un modelo lineal
modelando la heterogeneidad de varianza debido a que los datos no cumplian el supuesto de
homogeneidad de varianza requisito necesario para la utilizacion del ANOVA.

Todos los analisis estadisticos se realizaron con el programa estadistico Infostat (FCA,

Universidad de Cérdoba, Argentina).
13. Reactivos, drogasy soluciones.

El Lipopolisacarido (LPS) de Escherichia coli 055:B5, HISTOPAQUE-1083, los anticuerpos

secundarios conjugados a peroxidasa de rabanito, la gelatina, el Hoechst, el anticuerpo
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primario anti-f actina, el Rojo Ponceau S., el HEPES, el CaCl, el DTT, la citrulina y el NADPH
fueron obtenidos de Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, USA).

Los anticuerpos anti-COX 1, anti-NOSi y anti-COX 2 fueron adquiridos de Cayman Chemical
Company. Los anticuerpos anti-TLR4 y anti-CD14 provinieron de Santa Cruz Biotecnology

(Dallas, Texas).

Los anticuerpos para citometria de flujo y para la inmunofluorescencia fueron obtenidos de

BioLegend (San Diego, California).

EL kit Colestat enzimatico AA linea liquiday el kit TG color GPO/PAP AA linea liquida utilizados
para medir colesterol y triglicéridos en suero, respectivamente, fueron adquiridos de Wiener

Lab. (Rosario, Argentina).
Los reactivos para western blot (WB) fueron suministrados por Sigma y Bio-Rad.

Las membranas de nitrocelulosa (Trans-Blot, 0,45um) fueron adquiridas a laboratorios Bio-

Rad (CA, EE.UU.).

Elmarcador de peso molecular para western blot fue obtenido de GE Healtcare, y el marcador

de peso molecular para PCR fue proporcionado por Biodynamics S.R.L.

Los reactivos utilizados para la retro-transcripcion (RT) del ARNm (H,O ultrapura, DNAasa,
Buffer DNAsa, cebadores random, Buffer Tris 5X, DTT) y los cebadores especificos, fueron
adquiridos de Invitrogen (Carlsbad, CA, USA), mientras que el Inhibidor de RNAsas y los dNTPs
que fueron suministrados por Genbiotech (CABA, Argentina). La transcriptasa reversa M-MLV,
el Green GoTaq Reaction Buffer 5X y la DNA polimerasa GoTaq utilizados para la reaccidn en

cadena de la polimerasa (PCR) son de Promega (Madison, USA).
El material radioactivo utilizado fue obtenido de Perkin Elmer:

- [5,6,8,9,11,12,14,15(n)-*H]-prostaglandina F2a (160 Ci/mmol, 200 uCi/mL)
- [5,6,8,9,11,12,14,15(n)-*H]-prostaglandina E2 (130 Ci/mmol, 100 uCi/mL)

Solucionesy Buffers:

- Buffer fosfato (PBS): NaCl 136,9 mM + KCl 2,68 mM + KH2PO4 1,47 mM +
Na2HPO4+7H20 8 mM.
- PBS-T: PBS + Tween-20 (0,1%)
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Cocktail de inhibidores: PBS + EDTA 1 mM + aprotinina 2 ug/mL + leupeptina 20 uM +
DTT 5 mM + STY 2 mM +acido caproico 1 mM + benzamidina 2 mM.
Buffer muestra: Azul de bromofenol 0,3% (p/v) + Buffer Tris 0,5 M (pH=6,8) + SDS 1%
(p/v) + B-mercaptoetanol 5% (v/v) + glicerol 10% (v/v).
Buffer de homogenizacion para WB: Azida sddica 0,02% (p/v) + SDS 0,1% (p/v) +
Deoxicolato 0,5% (p/v) + Nonidet P40 1% (v/v) + cctel de inhibidores 1X en PBS.
Buffer de homogenizacion para zimografia: Tris 50 mM, CaCl2 5 mM, ZnCI2 1 uM, Triton
X-100 al 1% de sodio 0,25% (v/v).
Buffer de incubacion: Tris Buffer 50 mM pH 7,4, NaCl 150 mM y CaCl2 10 mM.
Buffer de corrida: Tris base 123,8 mM (pH=8,3) + glicina 0,96 M + SDS 17,3 mM.
Buffer de transferencia: Tris 25 mM (pH=8,1-8,4) + glicina 192 mM + metanol 20% (v/v).
Rojo Ponceau S: Rojo Ponceau S (acido 3-hidroxi-4-[2-sulfo-4-(4-sulfofenilazo)
fenilazo]-2,7-naftalenodisulfénico) 0,5% (p/v) + acido acético 1% (v/v).
Bradford: 120 mg de Coomassie Brillant Blue G + 60 mL de etanol + 120 mL de H3PO4
+620 mL H,0.
Solucién de revelado para ECL:

- Solucion de revelado A: Luminol 250 mM + acido cumarico 90 mM + Tris-

HCl pH 8,5 1M + H20.

- Solucién de revelado B: 100 ml de Tris-HCl 1 M pH 8,5 + 900 ml de H20 +
2 mlde H202 100 vol.

Buffer Krebs-Ringer-Bicarbonato (KRB): NaCl 118mM + KCl 4,7 mM + KH2P04 1,18 mM
+MgS04.7H20 1,22mM + 25.3 NaHCO3 25 mM + glucosa 11,1mM.

Buffer RIA de PGs: K2HPO43H20 7.3 mM + KH2P0O4 2.7 mM + CINa 154 mM + albdmina
bovina 7.1 mM + azida sédica 15.4 mM. pH=T7.4.

Buffer HEPES completo: HEPES 20,14 mM, pH=7,4, conteniendo CaCl2 0.45mM, DTT
2.5mM, NADPH 0.5mM y valina 25mM (inhibidor de las arginasas).

Buffer FACS: PBS + 1% de seroalbimina bovina (BSA), 0,1% de azida sddica, pH=7.4.
Buffer TAE 50X: Tris base 24,2 g; acido acético glacial 5,7 ml; EDTA 1,861 g. Llevar a 100

ml con agua destilada.
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Resultados.

14. Efecto del AE sobre la fisiologia de las hembras.

14.1. Efecto de la exposicion a un AE sobre la ganancia en peso de las

hembras.

Como primer objetivo, nos propusimos disefiar un protocolo de enriquecimiento ambientaly
evaluar el efecto del mismo sobre la fisiologia materna. Si bien no existian protocolos de
enriquecimiento ambiental para evaluar cuestiones reproductivas, a partir de bibliografia
sobre enriquecimiento ambiental como estrategia para tratar patologias del sistema nervioso
y/o para mejorar las secuelas en la descendencia en modelos de estrés materno (Kentner et
al., 2008; Sparling et al., 2010; Caporali et al, 2014; Sale et al., 2014; Tamura et al., 2015;
Ashokan et al, 2016; Jungling et al, 2017, entre otros), establecimos el protocolo de

enriguecimiento ambiental previamente descripto.

En ratones, desde el destete a los 21 dias de edad, hasta que alcanzan la madurez
reproductiva a los 2 meses de edad las crias se consideran pre puberes. Las hembras
ingresaron al protocolo de AE o a las jaulas estandar (ambiente control, AC) a las seis semanas
de edad, por lo que hay un periodo de crecimiento que ocurrié dentro de las jaulas de AE 0 AC
respectivamente. Es por eso que decidimos evaluar, como parametro de crecimiento, la
ganancia de peso de las hembras luego del protocolo de AE. En la figura 17 podemos observar
que las hembras que fueron alojadas en jaulas de AE ganan menos peso hasta el dia 45
(cuando entran en apareo) en comparacion con las hembras que fueron alojadas en jaulas

estandares de laboratorio.
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Figura 17: Peso de las hembras antes y después de su estadia en las jaulas de ambiente enriquecido
(AE) o ambiente control (AC). Los valores representan el promedio + EE. Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05), ANOVA de 1 factor con medidas repetidas, test de
Tukey. dO= dia de entrada y d45= dia 45 de estancia en el protocolo de AE (o AC). N= 10 (AC) y 20 (AE)

animales.

14.2. Efectos del AE sobre las caracteristicas de la prefiez y los

parametros metabdlicos en hembras prefiadas.

Luego de cumplidas las seis semanas de protocolo de AE (o AC), las hembras fueron puestas
en apareo con machos de la misma cepa en jaulas estandar y cuando presentaron tapdn
mucoso regresaron a las jaulas de AE o AC respectivamente. Para todos los resultados de aqui
en adelante, siempre que nos referimos a hembras prefiadas, las estaremos evaluando en el

dia 15 de gestacion, que es el dia seleccionado para realizar el protocolo de PP.

Lo primero que evaluamos fue el porcentaje de prefiez (calculado como el % de hembras
prefiadas respecto a las que presentaron tapon) en las hembras provenientes de AE y AC (tabla
3). Observamos que el % de prefiez fue significativamente mayor en las hembras que habian
estado expuestas a AE, siendo casi del 100%, en comparacion con las AC cuyo % de prefiez

normal en las condiciones de nuestro bioterio es del 40%.
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Tabla 3: Porcentaje de prefiez en d15, de las hembras que estuvieron en apareo y presentaron tapén
mucoso. Se presentan los datos como la media * error estandar (EE) y como la mediana mas el rango
intercuartil (IQR). Para el analisis estadistico se utilizaron las medianas. Andlisis no paramétrico

Kruskal-Wallis. *indica diferencias estadisticamente significativas, p<0,05.

Media + EE (%) Mediana + IQR (%) N
AC 38,79 +£2,87 40,0 +(33,3-50,0) 29
AE 88,33 +5,38 100 + (75,0-100) * 15

Basandonos en la hipdtesis de que el AE puede modular el metabolismo de las madres

decidimos analizar el peso materno y algunos parametros metabdlicos durante la gestacion.

Lo primero que analizamos fue el peso corporal de las hembras prefiadas en di15 vy
observamos que no habia diferencias entre los grupos (Figura 18). Esto indicaria que, una vez
que quedan prefiadas, las hembras AE ganan mas peso que las AC, dado que parten de un
peso menor que se iguala al dia 15 de gestacion. En principio, esto podia deberse a que las
hembras AE engordaran mas, o a que los fetos o las camadas de estas madres fueran mas
grandes. Para dilucidar esto, analizamos en principio el nimero y peso de los fetos en d15.

Los resultados pueden observarse en la tabla 4.
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Figura 18: Peso de las hembras prefiadas en dia 15 de gestacién. Los valores representan la media +

EE. Letras iguales indican que no hay diferencias estadisticamente significativas (p>0,05). ANOVA de 1

factor. N=8 animales por grupo.

52



Peso de la grasa

Resultados

abdominal (g)

Tabla 4: Nimero de fetos en d15 de gestacion y peso promedio de los fetos. Se realizé un promedio de

peso de los fetos de cada madre y sobre este promedio se realizé el test estadistico. ANOVA de 1 factor.

No se encontraron diferencias significativas. Los datos se presentan como la media + EE.

NUmero de Peso de los N

fetos fetos (g)
AC 8+1 0,36+ 0,01 11
AE 8+1 0,38+ 0,02 15

Al no encontrar diferencias ni en el tamafio de la camada, ni en el peso de los fetos, decidimos

pesar los depdsitos de tejido adiposo abdominal, gonadal y retroperitoneal en estas hembras

(Figura 19). Observamos que, para todos los depdsitos analizados, las hembras AE tenian mas

grasa que las hembras AC. Esto indicaria que, luego de quedar prefiadas, las hembras AE

ganan mas peso, y que se debe, al menos en parte, a que desarrollan mas tejido adiposo en

comparacion con las AC.
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Figura 19: Peso de los depésitos de tejido adiposo de las hembras prefiadas en dia 15 de gestacién. A)

Grasa abdominal; B) Grasa gonadal y C) grasa retroperitoneal. Los valores representan la media + EE.

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05). ANOVA de 1 factor, test

de Tukey. N=8 animales por grupo.

Analizamos los niveles séricos de colesterol y triglicéridos en las hembras prefiadas y

observamos que ambos parametros estaban disminuidos en las hembras provenientes de AE

en comparacion con las AC (Figura 20). Ademas, le realizamos a las hembras el test oral de

tolerancia ala glucosay no encontramos diferencias significativas entre ambos grupos (Figura

21).
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Figura 20: Niveles séricos de (A) triglicéridos y (B) colesterol en hembras prefiadas en dia 15 de
gestacion. Los valores representan la media + EE. Letras diferentes indican diferencias

estadisticamente significativas, ANOVA de 1 factor, Test de Tukey. N=14 (AC)y 17 (AE) animales.
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Figura 21: Curva de glucemia durante el test oral de tolerancia a la glucosa. Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas entre los tiempos de medicién (p<0,05), test de medidas

repetidas. Los valores representan la media + EE. n=7 animales por grupo.

EL AE, al exponer a los animales a estimulos novedosos semanalmente, puede resultar en un
tratamiento que expone a los animales a una situacion de bajo estrés, pero prolongado en el
tiempo. Por ello decidimos medir los niveles de corticosterona sérica en las hembras
prefiadas, sin encontrar diferencias estadisticamente significativas entre grupos (Figura 22).

Sin embargo, observamos una respuesta bimodal en cuanto a los niveles séricos de la
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hormona en las hembras AE. Un grupo de animales presenté niveles mas altos de

corticosterona circulante en comparacion con las AC.
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Figura 22: Niveles séricos de corticosterona en hembras prefiadas en dia 15 de gestacion. Los valores
representan la media + EE. Letras iguales indican que no hay diferencias estadisticamente significativas

(p>0,05). ANOVA de 1 factor. N=5 (AC) y N=8 (AE) animales.
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15. Efecto del enriquecimiento ambiental materno sobre la

gestacion.

15.1. Elenriquecimiento ambiental materno reduce latasade PP enun
modelo inflamatorio inducido por la administracion de

lipopolisacaridos bacterianos.

Para evaluar si el enriquecimiento ambiental de la madre podia tener un efecto protector
durante la gestacion, utilizamos un modelo de PP inducido por la administracion
intraperitoneal de LPS. EILPS, en las dosis elegidas, produce en las hembras provenientes de
AC un 82,4% de PP. Cuando realizamos el mismo protocolo a hembras que habian estado
expuestas a AE, observamos que el porcentaje de PP fue significativamente menor (Figura 23).
En este grupo de animales, solo el 50% de las hembras tratadas con LPS parieron
prematuramente. En ambos grupos, las hembras que no tuvieron PP parieron a término, sin
presentar retrasos en el desencadenamiento del parto. Los grupos controles, tanto AC como

AE, fueron tratados con solucion salina 'y en ninglin caso observamos parto pretérmino.

100+

50

@ PP
17,6 50 (==}
AC+LPS AE+LPS

% Parto a término y
de parto prematuro

Figura 23: Porcentaje de hembras que tuvieron parto prematuro (PP) y parto a término (PT) luego de la
administracién de LPS en el dia 15 de gestacién. * indica diferencias estadisticamente significativas

entre los % de PP (p<0,05). Test de Chi-cuadrado. N=16 animales por grupo.
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15.2. El AE materno modula los niveles proteicos de los receptores de
tipo Toll (TLR)-4 y su proteina co-activadora CD14 en el Utero de

hembras prenadas en d15.

Bajo la hipdtesis de que las hembras que habian sido alojadas en AE eran menos sensibles al
LPS, ya que presentan una tasa significativamente menor de PP, decidimos medir los niveles
proteicos del receptor TLR-4 y su proteina co-activadora CD14 en el Utero y en el cérvix de
hembras prefiadas en d15. Estos receptores, son las principales moléculas involucradas en el
reconocimiento del LPSy el inicio de la cascada de sefializacion de la respuesta inflamatoria.
Como se puede observar en la figura 24 ambas proteinas estaban disminuidas en el Gtero de
las hembras provenientes de AE. En el cérvix, si bien se observa una tendencia, esta
disminucion no fue estadisticamente significativa, probablemente debido a la gran

variabilidad entre las hembras.
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Figura 24: Niveles proteicos de (A, C) TLR-4 y (B, D) CD14 en Utero y cérvix de hembras prefiadas en dia

15 de gestacion. Paneles A y B muestran los niveles uterinos de estas proteinas, mientras que los
paneles C y D muestran los niveles proteicos en cérvix. Los valores representan la media + EE. Letras
diferentes indican diferencias estadisticamente significativas, ANOVA de 1 factor, Test de Tukey. N=8

animales por grupo.

58



Resultados

Para dilucidar si el AE podria estar modulando al sistema inmune a nivel sistémico,
analizamos también los niveles proteicos de TLR4 y CD14 en las PBMC que incluyen linfocitos,
monocitos y células NK. No encontramos diferencias significativas entre los grupos para

ninguna de las dos proteinas (figura 25).
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Figura 25: Niveles proteicos de TLR-4 y CD14 en PBMC de hembras prefiadas en dia 15 de gestacion. Se
obtuvieron las PBMC de hembras prefiadas provenientes de AC o AE en d15 de gestacidn, se aislaron las
proteinas y se analizd la cantidad de (A) TLR4 y (B) CD14. Letras iguales indican que no hay diferencias
estadisticamente significativas (p>0,05). Los valores representan la media + EE. ANOVA de 1 factor. N=

7 animales por grupo.

15.3. El enriquecimiento ambiental materno previene el aumento de

corticosterona sérica inducido por la administracion de LPS.

Debido a que la respuesta inflamatoria esta asociada con la liberaciéon de mediadores de
estrés decidimos evaluar los niveles séricos de corticosterona en los animales tratados con
LPS, 8h luego de la primera dosis. Como se observa en la figura 26, el LPS indujo un aumento
de corticosterona a las 8h de la primera dosis en las hembras provenientes de AC. Sin

embargo, este pico no se observo en las hembras tratadas con LPS, provenientes de AE.
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Figura 26: Niveles séricos de corticosterona en hembras prefiadas en dia 15 de gestacion luego de la
administracion del LPS. Las muestras de suero fueron obtenidas 8h luego de la primera dosis de LPS (o
SF). Los valores representan la media + EE. Letras distintas indican diferencias estadisticamente

significativas (p<0,05). ANOVA de 1 factor, test DGC. N=5 (AC) y N=8 (AE) animales en cada grupo.

15.4.El enriquecimiento ambiental materno induce cambios
moleculares en el Utero y el cérvix en respuesta al desafio

inflamatorio inducido por el LPS.

15.4.1. Utero.

Para tratar de dilucidar los mecanismos moleculares subyacentes a la proteccion de la prefiez
frente al desafio inflamatorio, en las hembras expuestas a un enriquecimiento ambiental,
decidimos evaluar mediadores inflamatorios relacionados con el inicio de las contracciones
uterinas que desencadenan el parto. Analizamos las enzimas COX-1 y COX-2, ambas
encargadas del incremento en la produccidn de PGs que promueven la contractilidad uterina.
Encontramos que no habia diferencias en los niveles proteicos de la isoforma 1 (constitutiva)
entre los grupos, pero si estaban elevados los niveles proteicos de la isoforma 2 (la isoforma

inducible) en los grupos tratados con LPS, tanto AC como AE (figura 27 Ay B).

A continuacion, medimos la produccion de PGs uterinas, y observamos que el LPS indujo un
aumento de la produccion de PGF2a y PGE2 en las hembras provenientes de AC. Sin embargo,

en las hembras provenientes de AE no se observd este aumento en los niveles de PGs inducido
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por el LPS. Los niveles basales de PGs en las hembras control que habian estado en AE fueron
mas altos que los de las hembras que estuvieron en AC, sin existir diferencias entre los grupos

AE+C y AC+LPS (figura 27 Cy D).
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Figura 27: Niveles proteicos de (A) COX-2 y (B) COX-1, y niveles de (C) PGF2a y (D) PGE2 en Uteros de
hembras prefiadas en dia 15 de gestacion luego de la administracién de LPS (o SF). Las muestras de
Gtero fueron obtenidas 8h luego de la primera dosis de LPS (o SF). Los valores representan la media +
EE. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05). ANOVA de 2 factores,

test de Tukey. N=5 (paneles Ay B) N=7 (paneles C y D) animales en cada grupo.

Debido a que el NO es un mediador inflamatorio involucrado en el desencadenamiento del
parto, medimos también los niveles proteicos de la NOSi, principal enzima productora de NO
frente a un estimulo inflamatorio. También evaluamos la actividad de la NOS por
radioconversion de arginina marcada, que es una medida indirecta de medir la produccién de

NO por parte de la enzima en el tejido de interés.
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Al igual que lo observado en la enzima COX-2, el LPS indujo un aumento de los niveles
proteicos de la NOSi en las hembras provenientes tanto de AC como de AE (figura 28 A). Sin
embargo, al analizar la actividad enzimatica, el incremento inducido por el LPS en el ttero de
hembras de AC no se observo en las muestras de las hembras que habian estado en AE (Figura

28 B).
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Figura 28: (A) Niveles proteicos de NOSiy (B) actividad de la NOS en uteros de hembras prefiadas en dia
15 de gestacién luego de la administracién del LPS (o SF). Las muestras de Utero fueron obtenidas 8h
luego de la primera dosis de LPS (o SF). Los valores representan la media + EE. Letras distintas indican
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05). ANOVA de 2 factores, test de Tukey. N=7 (panel A)

N=9 (panel B) animales en cada grupo.

15.4.2.Cérvix.

Otro evento que precede al parto, ya sea a término como pretérmino es el borramiento del
cérvix. Es por eso que decidimos analizar algunos mediadores moleculares y celulares que

daninicio a este evento.

En primer lugar, y dado que el aumento de la produccion de PGE2 es un marcador del inicio
del borramiento cervical, analizamos la produccion de esta prostaglandina y la expresion
proteica de la enzima COX-2 (figura 29 A). Al igual que en el Gtero, el LPS indujo un aumento
en la expresion proteica de la COX-2 en ambos grupos (AC y AE). Sin embargo, cuando
evaluamos los niveles de PGE2, el aumento en la produccion de esta prostaglandina inducido

por el LPS en el cérvix, no se vio en las hembras que fueron alojadas en AE (figura 29 B).
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Figura 29: Niveles proteicos de (A) COX-2 y niveles de (B) PGE2 en cérvix de hembras prefiadas en dia 15
de gestacién luego de la administracion de LPS (o SF). Las muestras de cérvix fueron obtenidas 8h luego
de la primera dosis de LPS (o SF). Los valores representan la media + EE. Letras distintas indican
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05). ANOVA de 2 factores, (A) test de Tukey y (B) test
DGC. N=6 (panel A) y N=7 (panel B) animales en cada grupo.

EL NO es un potente vasodilatador que podria favorecer el reclutamiento de células inmunes
y se ha informado en numerosos trabajos como mediador involucrado en el borramiento
cervical. Es por ello, que decidimos medir en este tejido la actividad de la enzima NOS y los
niveles proteicos de la NOSi. Observamos que el LPS induce un aumento en la expresion
proteica de la NOSi en hembras provenientes tanto de AC como de AE (figura 30 A). Sin
embargo, el incremento en la actividad de la NOS que se observa en las hembras AC al

tratarlas con el LPS, no se observa en las hembras provenientes de AE (figura 30 B).
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Figura 30: (A) Niveles proteicos de NOSi y (B) actividad de la NOS en cérvix de hembras prefiadas en dia
15 de gestacion luego de la administracién de LPS (o SF). Las muestras de cérvix fueron obtenidas 8h
luego de la primera dosis de LPS (o SF). Los valores representan la media + EE. Letras distintas indican
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05). ANOVA de 2 factores, test de Tukey. N=7 animales

en cada grupo.

El reclutamiento de células inmunes al cérvix, y en particular, de neutréfilos, esta asociado al

borramiento cervical que precede el PP.

Como una primera aproximacion, decidimos analizar en este tejido, los niveles de mensajero
de algunas citoquinas quimioatractantes de células inmunes: ccl2, ccl3, ccl5, cxcl10 y cxcl15.
Ademas, medimos los niveles de mensajero de la metaloproteinasa 8 (Mmp8), producida
principalmente por neutrdfilos (figura 31). Encontramos que el LPS induce un aumento
significativo de los niveles de ARNm de Cc/l2, Ccl3, Ccl5y Cxcl10sin encontrar diferencias entre
los ambientes (figura 31 A, B, C y D). No encontramos diferencias significativas entre grupos

para los niveles de ARNm de la quemoquina Cxc/15 (figura 31 E).

Respecto de la MMP8, vimos que el LPS induce un aumento en los niveles de su mensajero en

ambos grupos (AC y AE), sin haber diferencias significativas entre ellos (figura 31 F).
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Figura 31: Niveles de ARNm de citoquinas quimioatractantes y de mmp8 en cérvix de hembras prefiadas
en dia 15 de gestacién luego de la administracién de LPS (o SF). Las muestras de cérvix fueron
obtenidas 5h luego de la primera dosis de LPS (o SF). Los valores representan la media + EE. Letras
distintas indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05). ANOVA de 2 factores, test de

Tukey. N=6 animales en cada grupo.

A continuacion, decidimos estudiar el reclutamiento de neutrdfilos en el tejido cervical luego
de la administracion de LPS. La identificacion de los neutrdfilos se realizé mediante el analisis
de la forma caracteristica de sus nucleos multilobulados (tefiidos con Hoéchst) y la marca
positiva para el marcador Ly6G. Cuantificamos el nimero de neutréfilos en 10 campos y los
clasificamos seglin su ubicacion en el corte como: L=luminares (en el lumen de vasos
sanguineos), I=intersticiales y E=epiteliales (figura 32). Observamos que el LPS produce un
aumento del infiltrado de neutréfilos en el cérvix luego de 8h de la primera dosis, en las
hembras provenientes de ambos ambientes y que la localizacidn principal de estas células fue
en el intersticio. Sin embargo, en las hembras que estuvieron en AE el nimero de neutréfilos

infiltrantes es significativamente menor que en las provenientes de AC (Figura32 By C).
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Figura 32: Analisis del Infiltrado de neutrdfilos en el cérvix de hembras prefiadas en dia 15 de gestacion
luego de la administracion de LPS (o SF). A) Fotos representativas de un campo. Las flechas blancas
indican una célula Ly6G+ y la letra la ubicacién: L=luminares, I=intersticiales, y E=epiteliales.
Cuantificacion de neutrdfilos B) totales, C) intersticiales, D) luminares y E) epiteliales. Los valores
representan la media + EE. Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas (p
<0.05). En los paneles D y E las letras mayusculas indican diferencias entre ambientes (AC y AE) y las
minusculas diferencias entre tratamientos (Cy LPS). Se analizé mediante modelo lineal modelando la

heterogeneidad de varianza. Test a posteriori DGC. N = 6.
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Por Gltimo, decidimos medir la actividad gelatinasa de las metaloproteinasas (MMPs) 2y 9 por
zimografia, dado que se ha reportado que un aumento de la actividad de estas enzimas
contribuye a ladesorganizacion de la matriz extracelular del cérvix, necesaria para que ocurra
el borramiento cervical. Observamos que el LPS induce un aumento en la actividad de MMP9
en el grupo de AC, que no se observo en las hembras provenientes de AE (figura 33). La

actividad de la MMP2 y de su forma inactiva pro-MMP2, no se encontraron moduladas.
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Figura 33: Actividad gelatinasa de las metaloproteinasas de matriz (MMPs) 9 y 2 en cérvix de hembras
prefiadas en dia 15 de gestacion luego de la administracién de LPS (o SF). A) foto representativa del gel
del zimograma. Cuantificacion de la actividad de B) MMP9, C) pro-MMP2 y D) MMP2. Los valores
representan la media + EE. Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas (p

<0.05). ANOVA de dos factores, test de Tukey. N = 6.
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15.5. Resumen del objetivo 2:

A modo de resumen de los resultados obtenidos en esta seccion, se muestran en la figura 34

los mecanismos celulares y moleculares alterados en el Gtero y el cérvix de hembras expuesta

a un AE o a un ambiente control ante el desafio inflamatorio inducido por la administracion

de LPS.

Ambiente Control

1 Actividad de la NOS
{ Infiltrado de Neutréfilos

Actividad de MMP9

Figura 34: Resumen del objetivo 2.
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16. Efecto del enriquecimiento ambiental materno y del
desafio inflamatorio durante la gestacion sobre la

descendencia.

16.1. Efecto del enriquecimiento ambiental materno y el LPS sobre la

unidad feto-placentaria en dia 15 de gestacion.

Como tercer objetivo quisimos evaluar si la exposicion a un AE y/o el desafio inflamatorio
inducido por la administracion de LPS en el dia 15 de gestacion, tenian algin efecto sobre la

descendencia.

Lo primero que nos propusimos estudiar fue la unidad feto-placentaria en el dia 15 de
gestacion. Para ello, un grupo de madres fue tratada con LPS intraperitoneal y a las 8h de la
primera dosis fueron sacrificadas para aislar las unidades feto-placentarias. En primer lugar,
analizamos el peso de los fetos y de las placentas en dia 15 de gestacion. Ademas, calculamos
la eficiencia placentaria (cociente entre el peso del feto y el peso de la placenta), como medida
indirecta de la funcionalidad del 6rgano. Observamos que las placentas de fetos de madres
provenientes de AE presentaron un tamafo significativamente menor que aquellas de fetos
de madres provenientes de AC. Sin embargo, no encontramos diferencias significativas en el

peso de los fetos, ni en la eficiencia placentaria (figura 35).
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Figura 35: Peso de la placenta y el feto en dia 15 de gestacidn. A) peso placentario B) peso fetal y C)
Eficiencia placentaria (peso del feto/peso de la placenta). Se realizé un promedio del peso de los fetos
y de las placentas por madre y luego se analizd estadisticamente. Los valores representan la media +
EE. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05). ANOVA de 2 factores,

test de Tukey. N=6-7 animales por grupo.
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Elliquido amnidtico ejerce mdltiples funciones durante la prefiez, entre las que se encuentran
funciones mecanicas como la de proteger a los fetos de las presiones externas, asi como
funciones inmunoldgicas. Es por eso que, partiendo de la hipétesis de que el AE podria estar
modulando el sistema inmune de las hembras, decidimos analizar el liquido amniético de las
crias de madres provenientes de AC o de AE. Para todos los resultados de esta seccidn, la
unidad experimental fue la madre ya que se aisl6 el liquido amnidtico de todos sus fetos, se
hizo un pooly se analiz6 como una Gnica muestra. Las hembras fueron sacrificadas en el dia
15 de gestacion, a las 8h de haber administrado la primera dosis de LPS (o de vehiculo). Se
extrajo el liquido amnidtico y se aislaron las células presentes para analizarlas por citometria
de flujo. La fracciéon de liquido amnidtico sin células se utilizo para analizar la presencia de

citoquinas pro y antiinflamatorias.

En primer lugar, evaluamos los niveles de las citoquinas proinflamatorias interleuquina (IL) 6
y TNFa, y los niveles de la citoquina antiinflamatoria IL-10 por ELISA (figura 36). Observamos
que el LPS indujo la produccién de IL-6 en ambos grupos. Sin embargo, los niveles de IL-6
fueron 4 veces mayores en el liquido amnidtico de hembras provenientes de AC en
comparacion con los niveles de las provenientes de AE. Por otro lado, observamos que las
muestras de liquido amnidtico de hembras provenientes de AE, presentaron niveles
significativamente mas altos de TNFa y de IL-10 en comparacion con los niveles registrados
en el liquido de las hembras provenientes de AC. Para estas dos citoquinas no observamos un

efecto del LPS.
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Figura 36: Niveles de citoquinas en el liquido amniético de hembras prefiadas en dia 15 de gestacion
luego de la administracién de LPS (o SF). Las muestras de liquido amnidtico fueron obtenidas 8h luego
de la primera dosis de LPS (o SF). Se muestran los niveles de (A) IL-6, (B) TNFa y (C) IL-10. Los valores
representan la media + EE. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas

(p<0,05). ANOVA de 2 factores, test de Tukey. N=4-6 animales por grupo.

La IL-22 es miembro de la familia de la IL-10 y es una citoquina que se produce frente a un
estimulo inflamatorio, teniendo efectos antagdnicos segln el tejido en que se lo estudie.
Recientemente se ha visto que la produccion de IL-22 podia prevenir el PP y disminuir la
muerte fetal inducida por la administracion de LPS (Dambaeva et al., 2018). Es por ello que
decidimos analizar los niveles de IL-22 en el liquido amnidtico de madres provenientes de AC
o AE luego de la administracion de LPS. Observamos que el LPS induce un aumento en la
produccion de IL-22 tanto en el liquido amnidtico de madres provenientes de un ambiente
control como enriquecido. Sin embargo, la produccidon deIL-22 en el grupo de AE en respuesta

al estimulo con LPS fue 10 veces mayor en comparacién con la del grupo AC (figura 37).
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Figura 37: Niveles de IL-22 en el liquido amnidtico de hembras prefiadas en dia 15 de gestacién luego
de la administracién de LPS (o SF). Las muestras de liquido amnidtico fueron obtenidas 8h luego de la
primera dosis de LPS (o SF). Se determinaron los niveles de IL-22 por ELISA. Los valores representan la
media + EE. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05). Analisis no

paramétrico Kruskal-Wallis. N= 8 animales por grupo.

Por otro lado, la presencia de PGs en el liquido amnidtico en mujeres ha sido asociada al
desencadenamiento del PP con ruptura prematura de membranas. Ademas, se ha visto que
la PGE2 tiene efectos inmunomoduladores y puede estimular la produccién de IL-22 en
diferentes tejidos (Duffin et al., 2016). Por ello, decidimos medir los niveles de PGF2a y PGE2
en el liquido amnidtico. Observamos que el LPS induce un aumento de PGF2a en ambos
grupos, control y enriquecido. Sin embargo, la PGE2 solo aumenta en respuesta al estimulo

con LPS en el grupo de AE (figura 38).
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Figura 38: Niveles de (A) PGF2a y (B) PGE2 en el liquido amniético de hembras prefiadas en dia 15 de
gestacion luego de la administracién de LPS (o SF). Las muestras de liquido amnidtico fueron obtenidas
8h luego de la primera dosis de LPS (o SF). Los valores representan la media + EE. Letras distintas
indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05). ANOVA de 2 factores, test de Tukey. N=6

animales en cada grupo.

Se ha descripto en el liquido amnidtico la presencia diversos componentes de la inmunidad
innata y adaptativa, tanto en humanos como en modelos animales. Ademas, se ha visto que
estos componentes son diferentes en el liquido amnidtico de mujeres con PP ya sea que este
se haya desencadenado por un proceso inflamatorio asociado a una infeccién o no (Gomez-

Lopez et al., 2018).

Las células B, también han sido descriptas en el liquido amnidtico, y poco se sabe acerca de
su fenotipo y rol durante la prefiez. Decidimos analizar en primer lugar qué porcentaje de la
poblacidn de los leucocitos totales (CD45+) presentes en el liquido amnidtico, correspondia a
células B (CD19+) en los diferentes grupos de estudio. Observamos que el liquido de madres
provenientes de AE tenia un porcentaje mayor de células B en comparacién con los

provenientes de un AC. No vimos efecto del LPS sobre la poblacion de células B (figura 39 B).

A continuacidn, quisimos evaluar si estas células B expresaban el marcador CD5, el cual es un
marcador especifico de células Bla. Estas células son parte del sistema inmune innato que se
producen principalmente durante la vida fetal, lo que podria dar una idea del origen materno
o fetal de las células B presentes en el liquido amnidtico. Encontramos que solo un pequefio

porcentaje de las células B del liquido amnidtico expresaban el marcador CD5, mientras que
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el mayor porcentaje eran CD5-, sin observar diferencias entre los grupos analizados (figura 39

C).
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Figura 39: Porcentaje de células B en el liquido amniético (CD19+). (A) Estrategia de seleccién de
poblaciones. (B) Grafico representativo del % de células CD19+. (C) Grafico representativo del % de
células CD19+CD5+. Las muestras de liquido amniédtico fueron obtenidas 8h luego de la primera dosis
de LPS (o SF). Los valores representan la media + EE. ANOVA de dos factores, test de Tukey. Diferentes

letras indican diferencias estadisticamente significativas (p <0.05). N =6.

16.2. Efecto del enriquecimiento ambiental materno y del LPS sobre la

descendencia durante la lactancia.

A continuacidn, quisimos evaluar si el enriquecimiento ambiental materno y el tratamiento
con LPS en dia 15 de gestacion tenia algun efecto sobre la descendencia. Para ello, un grupo
de animales expuestos a AC o a AE fueron tratados con LPS (o SF) en dia 15y se les permitié
continuar con la gestacion. El analisis de las crias, tanto durante la lactancia como durante la

adultez, se realizd solamente con las crias de hembras que parieron a término (17,6% en AC,
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y 50% en AE), dado que las crias que nacen prematuras nacen muertas o bien, no sobreviven

a causa de su prematurez.

Lo primero que analizamos fue el tamafio de la camada y la mortalidad perinatal. En la tabla
5 se puede observar que el tamafio de la camada fue similar entre los grupos (considerando
crias vivas y muertas). Sin embargo, cuando analizamos la mortalidad perinatal, tanto el
porcentaje de hembras que presentaron al menos una cria muerta, como el porcentaje de
crias muertas dentro de la camada; fue mayor en el grupo proveniente de AC+LPS comparado

al grupo AE+LPS.

Tabla 5: Comparacién del tamafio de la camada, el porcentaje de madres que parieron al menos una
cria muerta (incidencia de mortalidad) y el porcentaje de crias muertas dentro de la camada. El
porcentaje de crias muertas incluye a las crias nacidas muertas y a las crias que nacieron vivas pero que

murieron entre los dias 1y 7 postnatales.

Tamaiio de Incidencia de Porcentaje promediodecrias | n

la camada mortalidad (%) muertas en la camada
AC+C 7+1 33,3 243 6
AC+LPS 7£1 66,7 78,1 6
AE+C 9+1 16,7 16,7 6
AE +LPS 8+1 20,0 16,7 5

Posteriormente analizamos el crecimiento de las crias, evaluando la ganancia en peso y el
desarrollo de algunos parametros de desarrollo fisico durante la lactancia. No observamos
diferencias en la ganancia en peso de las crias entre los 4 grupos (figura 40). Sin embargo, en
el grupo AC+LPS el 50% de las madres presentd muerte perinatal de todas las crias luego del

dia 7 postnatal.
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Figura 40: Peso de las crias durante la lactancia. (A) hembras y (B) machos. Los valores representan la
media + EE. ANOVA de dos factores con medidas repetidas, test de Tukey. N = 6, d= dia postnatal. T

indica el 50% de muerte perinatal en el grupo tratado AC+LPS.

Ha sido informado que la exposicién a un ambiente inflamatorio durante la vida intrauterina
puede tener efectos nocivos sobre el desarrollo neuroldgico de la descendencia (Dominguez
Rubio et al., 2017; Shi et al., 2019). Es por eso, que decidimos evaluar el dia de separacidn del
pabelldn auricular, el dia de erupcidn de los incisivos inferiores, y el dia de apertura ocular,

como parametros de desarrollo de las crias durante la lactancia (Feria et al., 2003).

En la figura 41 se puede observar que las crias de hembras provenientes de AC tratadas con
vehiculo no presentaron variabilidad para ninguno de los parametros observados. Las crias
de madres provenientes de AE, inyectadas con vehiculo o tratadas con LPS, solo presentaron
variabilidad en el dia de erupcidn de los incisivos inferiores. Sin embargo, esta variabilidad no

representa un retraso en la aparicion de este parametro.

En el grupo de madres proveniente de AC tratadas con LPS en d15 las crias provenientes de
dos de las madres analizadas presentaron retrasos en todos los parametros analizados. Si
bien este grupo de crias presento retrasos de dos dias respecto a las crias de madres control
inyectadas con vehiculo, una vez que alcanzaron la instancia de desarrollo esperada, la
apariencia general fue similar a la apariencia de las crias los controles. Esto indicaria un
retraso en el desarrollo y no una incapacidad de desarrollo. Este efecto del LPS sobre las crias

no se observo en el grupo proveniente de AE.
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Figura 41: Parametros de desarrollo de las crias durante la lactancia. Se muestran el dia de (A)
separacion del pabelldn auricular, (B) erupcion de los incisivos inferiores y (C) apertura ocular. Se

analizaron 2 crias al azar de la camada y se graficd la media por madre. Se muestra una foto

representativa de como se determina la aparicion de cada parametro.
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16.3. Analisis de la descendencia al llegar a la adultez.

Sabiendo que el ambiente intrauterino puede condicionar la predisposicion a sufrir
enfermedades en la vida adulta (Hipdtesis de Barker), decidimos analizar si el
enriquecimiento ambiental y/o la exposicion a un desafio inflamatorio durante la vida
intrauterina tenia efectos sobre el metabolismo de la descendencia adulta. Para ello, las crias
de aquellas madres que parieron a término fueron alojadas en jaulas estandar de laboratorio

luego del destete, hasta llegar a los 2 meses de edad.

Lo primero que analizamos fue el peso de las crias hembra y macho a los 2 meses de edad
(figura 42 Ay B). Ademas, calculamos la ganancia en peso desde el destete hasta la adultez
(peso a los 2 meses - peso al destete) (figura 42 C y D). No observamos diferencias
significativas en el peso a los 2 meses de edad en ningln caso. Tampoco observamos

diferencias en la ganancia en peso.
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Figura 42: Peso de las crias al alcanzar la adultez. Se muestran el peso de las crias (A) hembra y (B)
macho a los 2 meses de edad. Ademas, se muestra la ganancia en peso desde el destete hasta la adultez
para las crias (C) hembray (D) macho, calculada como la diferencia de peso entre ambos tiempos. Los
valores representan la media + EE. Letras iguales indican que no hay diferencias estadisticamente
significativas (p>0,05). ANOVA de dos factores. N = 3-6 crias por grupo. Cada cria provino de una madre

diferente.
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A continuacidn, evaluamos los niveles de colesterol y triglicéridos en suero en las crias adultas
(figura 43) y observamos que las crias macho, provenientes de madres tratadas con LPS,
tenian ambos parametros elevados en comparacion con los controles. No observamos

diferencias entre los grupos de ACy AE.
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Figura 43: Niveles séricos de triglicéridos y colesterol total en las crias adultas de madres provenientes
de AE o AC tratadas con LPS o vehiculo. (A) y (B) corresponden a las mediciones de triglicéridos y
colesterol séricos, respectivamente, en crias hembra y (C) y (D) en crias macho. Las mediciones fueron
realizadas luego de 8h de ayuno. Los valores representan la media + EE. Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05). ANOVA de 2 factores, Test de Tukey. N=4 animales

por grupo en paneles Ay By N=5-7 animales por grupo en paneles Cy D.

Por Gltimo, pesamos los depdsitos de tejido adiposo en las crias de 2 meses de edad,
diferencialmente segln el sexo. Para las hembras, analizamos el depoésito abdominal, el

gonadaly el retroperitoneal (figura 44). Para los machos, analizamos los depdsitos gonadal-
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abdominal y retroperitoneal (figura 45). Las crias hembra no presentaron diferencias
significativas en el peso de los 3 depdsitos de tejido adiposo para ningln grupo experimental.
Sin embargo, las crias macho nacidas de madres que habian sido alojadas en AE, presentaron
menos grasa en todos los depdsitos analizados, en comparacion con las crias macho de
madres provenientes de AC. No vimos en ninguno de los casos, un efecto del LPS sobre el peso

de los depdsitos de tejido adiposo.
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Figura 44: Peso de los depésitos de tejido adiposo de las crias hembra a los 2 meses de edad. A) Grasa
abdominal, (B) grasa gonadal y C) grasa retroperitoneal. Los valores representan la media + EE. Letras
iguales indican que no hay diferencias estadisticamente significativas (p>0,05). ANOVA de 2 factores. N=

4-6 animales por grupo.
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Figura 45: Peso de los depdsitos de tejido adiposo de las crias macho a los 2 meses de edad. A) Grasa
abdominal-gonadaly B) grasa retroperitoneal. Los valores representan la media + EE. Letras diferentes
indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05). ANOVA de 2 factores, test de Tukey. N=4-6

animales por grupo.

16.4. Resumen del objetivo 3:

A modo de resumen de los resultados obtenidos en esta seccidn, se muestran en la figura 46
los mecanismos celulares y moleculares alterados en liquido amnidtico de los fetos de
hembras expuesta a AE 0 a un AC y la respuesta diferencial ante el desafio inflamatorio
inducido por la administracion de LPS. Estos cambios podrian estar asociados a la proteccidn

de los fetos que se observa en aquellas madres expuestas a AE.

Ambiente Control Ambiente enriquecido

Liquido amniético Utero

A 4
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fMortalidad perinatal

Cérvix

Figura 46: Resumen del objetivo 3.
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17. Efecto del enriquecimiento ambiental materno

solamente durante la gestacion.

En Gltimo lugar, debido a que en humanos las intervenciones preconcepcionales suelen ser
mas escasas y ademas mas dificiles de planificar, decidimos evaluar si realizar una
intervencion de enriquecimiento ambiental materno solo durante la gestacion podria tener
también efectos beneficiosos en la prefiez y la salud de la descendencia. Para ello, hembras
provenientes de un AC fueran puestas en apareo con machos de la misma cepa y en el
momento de la aparicion del tapon mucoso (dia 0 de gestacion) ingresaron al protocolo de

enriquecimiento ambiental. A este grupo lo llamamos AE durante la prefiez.

Lo primero que evaluamos fue el porcentaje de prefiez (calculado como el % de hembras
prefiadas respecto a las que presentaron tapon) en las hembras provenientes de AC y de AE
durante la prefiez. No observamos diferencias significativas en el porcentaje de hembras

prefiadas entre ambos grupos (Tabla 6).

Tabla 6: Porcentaje de prefiez en d15, de las hembras que estuvieron en apareo y presentaron tapéon
mucoso. Las hembras fueron expuestas a AE durante la prefiez o a AC. Se presentan los datos como la
media * el error estandar (EE) y como la mediana mas el rango intercuartil (IQR). Para el analisis

estadistico se utilizaron las medianas. Se realizo el analisis no paramétrico Kruskal-Wallis.

Media £ EE Mediana (IQR) N
AC 46,30 +£4,84 50,0 (36,7-52,2) 69
AE durante la prefiez 54,05+ 15,45 41,45 (33,3-42,9) 33

Luego, las hembras expuestas a AE durante la prefiez, que efectivamente quedaron prefiadas
fueron tratadas en el d15 con LPS. El protocolo (dosis y tiempos de administracion) fue el
mismo que el utilizado en la segunda seccidn de esta tesis. Como control, se utilizaron las
mismas hembras AC que se muestran en la seccion 2 de este apartado. Comparamos la tasa
de PP y la mortalidad perinatal. Encontramos que el enriquecimiento ambiental materno
durante la gestacion parece tener un efecto en la disminucion de la tasa de PP (Figura 47). Sin

embargo, la diferencia no resulté estadisticamente significativa.
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Figura 47: Porcentaje de hembras que tuvieron parto prematuro (PP) y parto a término (PT) luego de la
administracion de LPS en el dia 15 de gestacién. Se muestran los resultados para las hembras alojadas
en ACy en AE durante la prefiez. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los

% de PP (p>0,05). Test de Chi-cuadrado. N=17 animales por grupo.

En Gltimo lugar, evaluamos la tasa de mortalidad perinatal en aquellas hembras que parieron
a término (Tabla 7). Encontramos que el AE durante la prefiez no protegié a las crias y que las

tasas de mortalidad son similares a las de las madres provenientes de AC.

Tabla 7: Comparacién de la mortalidad perinatal en hembras expuestas a AE durante la prefiez 0 a AC.
Se evalud la mortalidad de las crias en las hembras que parieron a término luego de la administracion
de LPS. Se muestra el porcentaje de madres que parieron al menos una cria muerta (incidencia de

mortalidad) y el porcentaje de crias muertas dentro de la camada.

Incidencia de Porcentaje promedio de crias N
mortalidad (%) muertas por camada
AC+LPS 66,7 78,1 6
AE durante la prefiez + LPS 71,4 61,4 7
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Discusion.

ELPP representa un gran problema para los sistemas de salud a nivel mundial, dado que haber
nacido antes de término es la principal causa de mortalidad en nifios y nifias menores de 5
afios. Por otra parte, los bebés prematuros que sobreviven tienen mayores posibilidades de
sufrir algln tipo de discapacidad de por vida, en particular aquellas relacionadas con el
aprendizaje, asi como problemas visuales y auditivos. Durante el afio 2017 en nuestro pais, la
tasa de PP fue cercana al 9%, representando un aumento del 19,1% respecto a los 10 afos
precedentes. Ademas, durante ese periodo las defunciones neonatales de bebés nacidos
pretérmino crecieron un 16,5%. La blusqueda de nuevas estrategias para prevenir el parto
pretérmino y las secuelas en los neonatos es crucial para disminuir los costos econémicos y

sociales de este sindrome.

Los efectos positivos de la exposicion a un AE sobre la morfologia, la quimicay la funcion del
cerebro en condiciones fisioldgicas y patoldgicas han sido ampliamente estudiadas [Revisado
por Sale y col. (2014)]. Sin embargo, no se ha estudiado si una estrategia similar podria ser

beneficiosa en los tejidos reproductivos y en sus procesos fisiopatoldgicos.

El objetivo principal de este trabajo fue disefiar un protocolo de enriquecimiento ambiental y
poner a prueba sus posibles efectos durante la gestacion. Utilizando un modelo murino de PP
inducido por un proceso inflamatorio, demostramos que la exposicién a un AE (definido como
un conjunto de estimulos no invasivos y bioldgicamente significativos de la via sensorial y
motora) previene el desencadenamiento del PPy tiene efectos beneficiosos sobre la salud de
las crias. Este modelo de PP inducido por la administracion sistémica de LPS (Cella y col., 2010;
Dominguez Rubio y col., 2014; Bariani y col., 2017) induce un ambiente proinflamatorio en el
Utero e imita los aspectos principales del PP inducido por infecciéon en humanos. En lineas
generales, este trabajo aporta evidencia sobre el efecto antiinflamatorio que tiene el
enriquecimiento ambiental, modulando no solo la fisiologia materna, sino también la
respuesta inmune materna frente al desafio inflamatorio. Asimismo observamos un efecto
protector del enriquecimiento ambiental materno sobre la salud de la descendencia,
disminuyendo la mortalidad perinatal inducida por la administracion de LPS y algunos de los

efectos nocivos de la exposicion al ambiente inflamatorio intrauterino durante la lactancia.
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El AE induce cambios metabdlicos en las hembras, entre los que encontramos niveles
reducidos de colesterol y triglicéridos en sangre durante la gestacion y menor ganancia de
peso durante las seis semanas previas al apareo. Si bien el enriquecimiento ambiental
combina una serie de estimulos, uno de los componentes principales es el aumento de la
actividad fisica voluntaria, factor importante en la salud de todos los individuos. De hecho, se
recomienda practicar ejercicio fisico habitualmente en todos los momentos de la vida, incluso
durante la gestacion. La practica de ejercicio esta asociada a un aumento de la ingesta
caléricay a la disminucion del tejido adiposo (Slater y Cao, 2015; Neal y col., 2017). Si bien no
evaluamos los depdsitos adiposos en hembras virgenes, si comprobamos que el
enriquecimiento ambiental tiene efectos sobre la regulacion de la adipogénesis, lo que podria
reflejarse en un menor peso corporal. En concordancia con estas observaciones, Slater y Cao
(2015) demostraron que ratones machos expuestos a AE tenian menor cantidad de tejido
adiposo en todos los compartimentos analizados. Al quedar prefiadas, el peso corporal de las
madres provenientes de AE y AC se equipard, debido, al menos en parte, al mayor desarrollo
de tejido adiposo en las hembras de AE. El aumento de lipogénesis materna es una respuesta
adaptativa importante durante la gestacion y se corresponde con los requerimientos
energéticos del feto (Straughen y col,, 2013). Knopp y colaboradores (1972) estudiaron la
adipogénesis durante la gestacion en ratas y observaron que la hiperfagia materna y la
hiperinsulinemia son eventos caracteristicos durante la segunda parte de la gestacion. Dentro
de este periodo identificaron dos fases metabdlicas distintas. Inicialmente, cuando las
necesidades energéticas placentaria y fetales son bajas (dia 12 de gestacion), el
almacenamiento de grasa aumenta debido a una mayor conversion de glucosa en triglicéridos
de tejido adiposo, acidos grasos y una disminucién de la liberacion de acidos grasos libres.
Después del dia 12 hasta el momento del parto, la efectividad de la insulina disminuye, asi
como la formacion de acidos grasos a partir de glucosa en el tejido adiposo y las reservas de
grasa materna se movilizan cada vez mas como acidos grasos libres. Estos eventos estan
estrechamente sincronizados con el crecimiento de la unidad feto-placentaria. En
concordancia con esto, las hembras provenientes de AE en dia 15 de gestacion, tenian mas
tejido adiposo y niveles mas bajos de colesterol y triglicéridos en comparacion con las AC. Por
otro lado, no encontramos diferencias ni en la glucemia ni en la respuesta al test de tolerancia
oral a la glucosa entre grupos. Si bien se necesita ahondar mas en el metabolismo materno
durante la gestacion, la exposicion de las hembras a un AE modula la adipogénesis, sin
producir cambios en la glucemia. Mas estudios se necesitan para evaluar si esto podria ser

beneficioso para el crecimiento fetal y placentario.
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Los efectos beneficiosos de la exposicion a un AE en nuestro modelo de PP inducido por un
proceso inflamatorio parecen estar mediados por una modulacién de la respuesta inmune.
Del mismo modo, Aranda y col. (2019) demostraron que el alojamiento de ratas en un AE
previno el dafio del nervio éptico inducido por LPS al reducir la expresion de proteinas de NOSi
y COX-2, asi como la expresion de ARNm de //-IB y 7nfx en un modelo de neuritis dptica
experimental. En concordancia con estos resultados, Williamson y coautores (2012)
demostraron que la expresion de ARNm hipocampal de Ccl2, Ccl3, Cxcl2, Tnfa e /I-1B, luego
de la administracion de LPS, era significativamente menor en ratas alojadas en AE en
comparacion con animales control. Estos reportes, junto con nuestros resultados, sugieren
que el enriquecimiento ambiental ejerce efectos antiinflamatorios y contribuye a un estado
inmunoprotector. Aunque los mecanismos exactos por los cuales el AE protege contra la
inflamacidn inducida por endotoxinas aln no se han explorado por completo, nosotros
proporcionamos evidencia de que la disminucion de la expresion de los receptores de unién
aLPS, TLR4y CD14 en el Utero, podria explicar al menos parcialmente este efecto. Siguiendo
en esta linea, Brod y col. (2017) demostraron que los ratones expuestos a AE tenian una mejor
capacidad de eliminar la infeccion microbiana sistémica en un modelo de sepsis por ligadura
y puncion cecal. De manera comparable, se demostré que los macréfagos peritoneales
obtenidos de ratones provenientes de AE mostraron una mayor actividad fagocitica y

produccién de quimioquinas in vitro (Otaki y col., 2018).

El desencadenamiento del PP es un proceso inflamatorio que involucra la sintesis de PGs y NO
en el Gtero y el cérvix, entre otros mediadores. En nuestro modelo, observamos que el LPS
induce un aumento de la expresion proteica de la COX-2 y de la NOSi en Gtero y cérvix, y que
la exposicion a AE no tiene efecto sobre esta induccion. Sin embargo, el enriquecimiento
ambiental materno previno el aumento en la produccién de PGs asi como el aumento de la
actividad de las NOS, luego de la administracion de la endotoxina en ambos tejidos. Aunque
estos resultados son aparentemente contradictorios, los niveles proteicos de las enzimas no
siempre se corresponden con su efecto bioldgico. De hecho, la evidencia sugiere que, si bien
el LPS aumenta los niveles proteicos de ambas enzimas, su actividad esta disminuida en
ratones expuestos a AE y esto se relaciona con la prevencion del PP, dado que ambos sistemas

estan relacionados con el inicio de la contractilidad uterina y del remodelado cervical.
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En el Gtero, observamos que los niveles basales de PGF2a y PGE2 de hembras provenientes
de AE se hallaban aumentados en comparaciéon con los de ratones control (AC+C). Sin
embargo, este aumento no se asocia al desencadenamiento de la contractilidad uterina, dado
que no hay PP en el grupo AE+C. Esto sugiere, que en el grupo de animales alojados en AE,
estos niveles de PGs son fisiolégicos y mantienen el Gtero quiescente. Ademas, la actividad de
la NOS esta elevada en el grupo proveniente de AE en comparacion con el grupo AC+C, sin
presentar induccion luego de la administracion de LPS. En concordancia con esto, se ha
demostrado que niveles elevados de NO durante la gestacidn se asocian al mantenimiento de
la quiescencia uterina en la prefiez normal (Izumi y Garfield, 1995; Farina y col., 2000; Cella y
col., 2010). Ademas, resultados previos de nuestro laboratorio muestran que existe una
interaccion entre las vias del NO y de las PGs en un modelo murino de reabsorcion
embrionaria inducida por LPS (Aisemberg y col., 2007). En este trabajo, Aisemberg y col.
demostraron que un dador de NO aumento los niveles uterinosy deciduales de PGE2 y PGF2a.
Por otro lado, los inhibidores selectivos de la COX-2 inhibieron el aumento de la actividad de
la NOS inducida por LPS en el Utero. Ademas, el tratamiento con un inhibidor selectivo de la
NOSi moduld los niveles basales de PGs en el Utero y la decidua. Como mencionamos
previamente, la actividad de la NOS estaba disminuida en el tero de ratones provenientes de
AE en comparacion con las AC luego de la administracion de LPS. El hecho de que esta via
interactle con la via de produccién de PGs podria explicar que no se induzca el aumento de
la sintesis de PGs uterinas luego de la administracion de la endotoxina, a pesar de que si haya
un aumento en la expresion proteica uterina de COX-2. Observamos resultados similares en el
cérvix, donde la produccion de PGE2 y la actividad de la NOS estaban disminuidas en el grupo
proveniente de AE en comparacion con las AC luego del tratamiento con LPS. Se ha
demostrado que otra enzima importante en el remodelado cervical es la enzima que degrada
PGs, la 15-PGDH (Térnblom y col., 2004; Kishore y col., 2017). De hecho, Kishore y coautores
(2017) demostraron que la disminucién de los niveles de la 15-PGDH es crucial para inducir el
PP en un modelo murino. En este modelo, la sola administracion de PGE2 no alterd la duracidon
de la gestacion, sin embargo, al combinarlo con un inhibidor de la 15-PGDH, los animales
presentaron PP con muerte fetal. Al no tener informacion sobre la 15-PGDH en nuestro
modelo, no podemos descartar que el enriquecimiento ambiental tenga efectos sobre la

expresion de esta enzimay que eso se vea reflejado en los niveles de PGs que observamos.
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Teniendo en cuenta estos resultados, proponemos que la exposicién a un AE tiene efectos
sobre las vias de produccion de NO y PGs, modulando los niveles basales de PG en el Gtero y

en el cérvix, evitando el aumento de la actividad NOSy de la sintesis de PGs inducido por LPS.

La regulacion temporal y el correcto remodelado cervical son esenciales para evitar el paso
prematuro del feto a través del canal de parto. La inflamacidn durante la gestacion ha sido
relacionada con el PP debido a que induce el ablandamiento y la maduraciéon cervical
prematura. En un modelo murino de inflamacion inducida por LPS, se ha demostrado que la
maduracidn cervical prematura se asocia con una afluencia de neutréfilos en el cuello uterino,
una mayor expresion de la COX-2 y un aumento en la produccién de PGE2 (Holt y col., 2011;
Timmons y col., 2014). Ademas, se ha demostrado que la activacion del sistema de
complemento inducida por la presencia de endotoxinas aumenta la expresion y actividad de
MMP-9 (Gonzalez y col., 2011a), lo que conduce a un aumento de la distensibilidad tisular del
cuello uterino. De acuerdo con estas observaciones, nuestros resultados mostraron que la
inflamacion materna inducida por LPS se asocia con una mayor expresion cervical de COX-2y
mayor sintesis de PGE2. También observamos un aumento de la expresién de NOSi cervical
inducida por la administracion de la endotoxina, de acuerdo con informes anteriores sobre la
participacion de este mediador proinflamatorio en el PP (Térnblom y col., 2005; Nold y col.,
2018). La exposicion a AE previno los efectos de LPS sobre la produccion cervical de PGE2
contribuyendo asi a la prevencion del ablandamiento cervical patoldgico y el PP. Ademas,
observamos que la exposicion a un AE previno la inducciéon de la actividad de la NOS cervical
inducida por el LPS. Aunque los mecanismos moleculares por los cuales el NO contribuye a la
maduracion cervical siguen sin dilucidarse, se cree que, dado que es un potente agente
vasodilatador, podria favorecer la invasion de macréfagos y neutréfilos en el cérvix. A su vez,
contribuiria a la posterior produccién de mediadores inflamatorios y la activacion de
metaloproteasas, involucradas en la degradacion de la matriz extracelular, por parte de estas
células (Gonzalez y col., 2011a, b). En este sentido, se ha demostrado que la maduracién
cervical mediada por LPS estd asociada con un aumento de la quimiotaxis de neutréfilos (Holt
y col., 2011; Nallasamy y col., 2018). De acuerdo con estos informes, encontramos que los
niveles de ARNm de diferentes quemoquinas aumentaron en el cérvix de ratones hembra
prefados luego de ser tratadas con LPS. Esto se vio reflejado en un mayor infiltrado de
neutréfilos que se evitd parcialmente en el grupo expuesto a AE. Aunque el efecto de LPS en
la expresion de ARNm fue similar en los grupos AC y AE, no sabemos cémo fue la expresion

proteica de estas quemoquinas y su efecto bioldgico. Sin embargo, si observamos una

88



Discusion

disminucion del reclutamiento de neutrdéfilos en el grupo AE-LPS en comparacion con el grupo
AC-LPS. Si bien se sabe que el reclutamiento de neutréfilos al cérvix precede al
desencadenamiento del parto en modelos inflamatorios (Holt y col, 2011), el significado
bioldgico final del reclutamiento de estas células al cérvix no ha sido aln dilucidado, ya que
la deplecidon de neutréfilos en ratones no previene el PP inducido por LPS (Timmons y

Mahendroo, 2006; Rinaldi y col., 2014; Filipovich y col., 2015).

Otro evento importante en el remodelado cervical es la degradacion de la matriz extracelular
(MEC) mediada por MMPs. Particularmente, se ha demostrado que la MMP-9 estd involucrada
en el remodelado cervical prematuro en ratones tratados con LPS (Gonzalez y col., 2011a).
Esta enzima digiere no solo la gelatina sino también el colageno I, lll y IV (Bigg y col., 2007),
principales componentes de la MEC. En concordancia con estas observaciones, observamos
que LPS indujo un aumento en la actividad cervical de MMP-9 en el grupo AC. Sin embargo,
esto no se observo en el proveniente de AE sugiriendo que el enriquecimiento ambiental

materno contribuye al mantenimiento de la estructura de la MEC.

En conjunto, nuestros resultados sugieren que la exposicion a AE previene los efectos nocivos
de LPS en la funcidn cervical, contribuyendo a la prevencion del desencadenamiento del PP

inducido por la administracion sistémica de la endotoxina.

La mayoria de los estudios sobre AE y estrés prenatal se han centrado en la prevencion del
impacto negativo en el desarrollo del cerebro fetal y los efectos sobre la descendencia (Charil
y col., 2010; Sale y col., 2014). Sin embargo, se ha prestado poca atencion a los efectos del
enriquecimiento ambiental sobre el resultado de la prefiez y la salud materna. Nuestros
resultados sugieren que la exposicion, preconcepcional y durante la gestacion, a un entorno
enriquecido tiene efectos beneficiosos sobre el bienestar y el metabolismo materno durante
la prefiez. Ademas de modular algunos de los aspectos metabdlicos de la fisiologia materna
discutidos previamente, la exposicidon a un AE previno el aumento de los niveles séricos de
corticosterona inducido por la administracion de LPS. Numerosa evidencia demuestra que la
administracion de LPS da como resultado la activacion del eje hipotalamico-pituitario-
adrenal (HPA), lo que resulta en un aumento de los niveles sanguineos de glucocorticoides
suprarrenales (Beishuizen y Thijs, 2003; Vakharia y Hinson, 2005; Mohn y col., 2011). A su vez,
los estresores psiconeuroinmunoldgicos y/o niveles elevados de ansiedad han asociado con
la activacidn cronica del eje HPA junto con una mayor incidencia de PP (Latendresse, 2009;

Wadhwa y col., 2011; Vollrath y col., 2016) y bajo peso al nacer en humanos (Vrekoussis y col.,
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2010; Liou y col., 2016). Resultados similares a los nuestros fueron reportados por Mlynarik y
col. (2004) en ratas macho, donde los animales que habian sido alojadas en un AE presentaron
una activacion del eje HPA disminuida frente a un desafio con LPS en comparacion con las
ratas de un ambiente estandar. Se ha propuesto que el enriquecimiento ambiental puede
tener un efecto de “estrés beneficioso” sobre los animales, preparandolos para tener una
respuesta mejorada frente a una situacion estresante posterior (Sparling y col., 2018). Si bien
en este trabajo no encontramos diferencias significativas en los niveles séricos de
corticosterona entre las hembras AC y AE previo a ser tratadas con LPS, si observamos que
algunas de las hembras provenientes de AE tenian niveles mas altos de corticosterona sérica
en comparacion con las AC, mientras que otro grupo de animales present6 niveles similares
al grupo control. Proponemos que este comportamiento bimodal en las hembras AE podria
deberse a que el enriquecimiento ambiental no tiene el mismo efecto sobre todas las
hembras, pudiendo resultar, para algunas, un estrés beneficioso que las ayude a responder
mejor frente a un posterior estresor, como puede ser la administracion de LPS. Esto es
coincidente con el hecho de que el 50% de las hembras tratadas con LPS no presentan parto

pretérmino.

Los efectos nocivos de la exposicion a un estimulo inflamatorio durante la vida uterina sobre
la descendencia han sido ampliamente reportados por nuestro grupo y otros (Pujol Lopez y
col.,2015; Bariani y col.,2017; Dominguez Rubio y col.,2017; Shi y col.,2019). Entre los efectos
mas recurrentes se encuentran el acortamiento de la duracidn de la gestacion, la mortalidad
de la descendencia en el Gtero y postnatal, y la recurrencia de secuelas en el sistema nervioso

de las crias.

Nufiez Estevez y col. (2020) han demostrado que el enriquecimiento ambiental materno,
combinado con el AE postnatal protege a las crias de los efectos adversos sobre el desarrollo
social de la administracién de LPS durante la gestacion en ratas. En aquel modelo, si bien no
observaban mortalidad perinatal ni parto pretérmino, si observaban, al igual que nosotros,

una activacion del sistema inmune y un aumento de la corticosterona sérica materna.

Ademas de los efectos que el entorno proinflamatorio durante la vida intrauterina pueda
tener sobre las crias, el tratamiento con LPS también puede tener efectos sobre el
comportamiento materno, siendo este otro de los factores involucrados en la supervivencia

de las crias. Recientemente, Mendes-Limay col. (2020) han demostrado que la administracion
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de LPS a la madre durante el periodo de lactancia disminuye el comportamiento de cuidado
materno y aumenta ligeramente el comportamiento depredador, sin inducir el
comportamiento de enfermedad. Siguiendo en esta linea, Cutuli y col. (2015) demostraron
que el enriquecimiento ambiental materno pre y postconcepcional tuvo efecto sobre el
comportamiento materno, siendo este mas complejo y mejorado en comparacion con el de
las hembras control. Ademas, la descendencia de madres provenientes de AE, mostré mejor
rendimiento en algunos de los test comportamentales analizados en comparacion con las

crias provenientes de AC.

Los factores que contribuyen al aumento de la mortalidad perinatal inducida por la
administracion de LPS son numerosos y los efectos beneficiosos del AE podrian interferir con
varios de ellos. Mas experimentos son necesarios para dilucidar cual de estos factores es el
mas importante, y los mecanismos por los cuales el enriquecimiento ambiental materno
protege a la descendencia. Sin embargo, nuestros hallazgos en el liquido amnidtico (LA)
podrian explicar, al menos en parte, el efecto protector del AE sobre la salud de las crias. Entre
los resultados mas destacados, observamos que el LA proveniente de hembras expuestas a
AE tenia niveles elevados de IL-10 en comparacion con el proveniente de AC. Esta citoquina
antiinflamatoria participa significativamente en la regulacion de la respuesta inmunes contra
autoantigenos y en la tolerancia frente a antigenos extrafios (Mobini y col,, 2016). Se han
estudiado los niveles de IL-10 en LA de mujeres en distintos momentos de la gestacion cony
sin infeccidn intraamnidtica (IIA) siendo esta citoquina detectable en todo momento en
embarazos normales (Gotsch y col, 2008). Ademas, niveles elevados de IL-10 en el LA se
asociaron con el desencadenamiento del parto espontaneo a término y pretérmino. Mas aln,
en aquellas mujeres con lIA, ya sea a término como pretérmino, también se observaron
mayores concentraciones de IL-10 en el LA. Los autores de este trabajo proponen que la IL-10
en el LA cumple un rol fundamental en la regulacion de la respuesta inmune /n vivo al iniciar

acciones que atenuan los efectos del proceso inflamatorio.

Por otro lado, se ha demostrado que la IL-6 es esencial en el desencadenamiento del parto a
término y pretérmino en ratones (Yang y col.,, 2009; Robertson y col., 2010) y en humanos (El-
bastawissi y col., 2000). Nosotros observamos que frente al desafio inflamatorio inducido por
el LPS se induce un aumento en la produccion de IL-6 en el liquido amnidtico en ambos
grupos. Sin embargo, a pesar de que estas diferencias no resultaron estadisticamente
significativas, en el grupo proveniente de AE, la induccion fue cuatro veces menor que en el

grupo AC. Resultados similares obtuvieron Kentner y col. (2008) al tratar con LPS
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intraperitoneal a ratas alojadas en AE y compararlas con ratas control. Estos autores midieron
la produccion de IL-6 en el cerebro y encontraron que el enriquecimiento ambiental
disminuye levemente la produccion de IL-6 en comparacion con las ratas de AC tratadas con

LPS.

Por otro lado, el LA obtenido de madres provenientes de AE presentd niveles mas elevados de
TNF-a en comparacion con las AC, sin observarse diferencias por el tratamiento con LPS en
ninguno de los grupos. Si bien esta es una citoquina proinflamatoria que ha sido asociada al
desencadenamiento del PP, también se encuentra presente en el LA en condiciones
fisioldgicas y aumenta hacia el momento del parto (Vrachnis y col., 2012). Creemos que al
modular el sistema inmune materno, el AE tiene efecto sobre la produccidn de citoquinas, sin
embargo, este aumento de TNF-a no pareciera estar asociado a un proceso patolégico ya que
las crias provenientes de AE-C son normales y no muestran mortalidad perinatal en
comparacion con las AC. De hecho, concentraciones similares a las que encontramos nosotros
en las hembras AE, no han sido asociadas al desencadenamiento del PP en un modelo murino

inducido por LPS (Yang y col., 2009).

Respecto a los niveles de IL-22, una molécula efectora secretada por las células inmunes,
observamos que el LPS induce un aumento en la produccion de esta citoquina tanto en el LA
de madres provenientes de un AC como de AE. Sin embargo, la produccién deIL-22 en el grupo
de AE fue diez veces mayor en comparacion con la del grupo control en respuesta a la
administracion de LPS. Comparativamente, Dambeaaeva y col. (2018) demostraron que la IL-
22 aumenta en respuesta a la administracion intrauterina de LPSy cumple un rol fundamental
en el control del riesgo de PP inducido por inflamacidn. De hecho, estos autores proponen la
administracion de IL-22 como un tratamiento para prevenir el PP. Resultados similares
encontraron Duffin y coautores (2016) en el intestino delgado en un modelo de inflamacién
sistémica inducido por la administracion de LPS. Estos autores demostraron, ademas, que la
produccion de IL-22 esta regulada por la producciéon de PGE2 en el intestino. Esto es
consistente con nuestros resultados en el LA, donde ademas de encontrar niveles elevados de
IL-22 en respuesta al LPS, encontramos niveles elevados de PGE2 en comparacion con el
grupo AC+LPS. Sin embargo, mas estudios son necesarios para corroborar si la produccién de

IL-22 esta regulada por la PGE2.

Durante el embarazo se requiere que el sistema inmune materno no solo no rechace al feto

semi-alogénico sino que también sea capaz de proteger a la madre y al feto de infecciones
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(Nguyen y Ward, 2012). Las funciones de la inmunidad innata y adaptativa, incluidas las
células asesinas naturales, las células Th de tipo 1 0 2 (Thly Th2) y las células T reguladoras
(Treg) han sido ampliamente estudiadas durante la gestacion (Moffett-king, 2002; Saito y col.,
2010). Por el contrario, poco se sabe sobre el papel de las células B y la inmunidad mediada
por anticuerpos durante el embarazo. Estas células son efectores y reguladores cruciales de
las respuestas inmunes innatas y adaptativas que confieren inmunidad mediada por
anticuerpos frente a patdgenos, tanto a la madre como al feto, durante el embarazo y la
lactancia (Nguyen y Ward, 2012). Sin embargo, las células B, se consideran una especie de
“arma de doble filo” dado a que por un lado, contribuyen a la tolerancia al embarazo al
secretar la citoquina inmunomoduladora IL-10, que ayuda a mantener la tolerancia hacia los
antigenos fetales semi-alogénicos; mientras que por otro lado, pueden ser perjudiciales para
el embarazo debido a su capacidad de producir autoanticuerpos (Jensen et al., 2013; Muzzio
et al., 2013; Fettke et al., 2014). De hecho, se ha demostrado la importancia de las células B
productoras de IL-10 (B regulatorias o Breg) en la prefiez temprana, regulando la produccion
de citoquinas proinflamatorias por parte de las células T CD4+ (Jensen et al., 2012; Rolle et al,

2013).

Nuestros resultados sugieren que el enriquecimiento ambiental materno modula la
proporcion de células B presentes en el liquido amnidtico siendo esta poblaciéon mayor en el
grupo AE en comparacion con el grupo AC. De manera comparable, Gurfein y coautores (2017)
observaron que el enriquecimiento ambiental materno modula el fenotipo y la proporcion de
células B en el bazo. Mas aun, Bommer y coautores (2019), han demostrado recientemente
que el nimero de células B aumenta significativamente en el LA durante la fase aguda de PP
inducido por LPS y demostraron, ademas, que estas células tienen la capacidad, una vez
aisladas y cultivadas /n vitro, de producir citoquinas pro y anti-inflamatorias. Si bien los
resultados obtenidos en este trabajo, no nos permiten asegurar que las células B sean
productoras de IL-10, el hecho de que el aumento de la proporcion de células B se verifica al
tiempo que se observa un aumento en la concentracion de IL-10 en LA, nos permite especular
que los linfocitos B podrian ser una de las poblaciones celulares encargadas de producir esta
citoquina en este sitio y de este modo contribuir al estado tolerogénico general que

observamos en las hembras provenientes de AE.

En lineas generales y en concordancia con lo que observamos en el Gtero y el cérvix, los

resultados obtenidos del LA sugieren que el AE produce una respuesta mas tolerogénica y
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antiinflamatoria en respuesta a la administracion sistémica de LPS que contribuiria a la

proteccion del feto y de la gestacion.

Al analizar el efecto del desafio inflamatorio y del AE materno sobre las crias nacidas a
término, observamos efectos tanto durante la lactancia como al alcanzar la adultez. Por un
lado, la administracion materna de LPS provocd un aumento de la mortalidad perinatal
discutido previamente. Por otro lado, el ambiente inflamatorio durante la gestacion provocd
un retraso en algunos parametros de desarrollo analizados en la descendencia de madres
provenientes de AC, lo que indicaria un efecto protector del AE sobre el desarrollo fisico de las
crias. En concordancia con este resultado, el efecto beneficioso del enriquecimiento
ambiental materno sobre la descendencia fue también reportado por Caporali y col. (2014)
quienes demostraron que la descendencia de ratas expuestas a AE adquirian habilidades
motoras complejas antes que las crias de madres provenientes de AC. Ademas, estos cambios
estaban acompafiados por cambios bioquimicos en el cerebro de las crias. Se ha propuesto
que la administracion de LPS durante la gestacion puede tener el efecto de un “estresor
inmune” resultando en un poderoso factor de programacion del desarrollo fetal (Izvolskaia 'y
Sharova, Viktoria, 2018). De hecho, Ninez Estevez y coautores (2020) han demostrado que la
activacion del sistema inmune inducida por LPS durante la gestacion induce cambios en la
expresion de moléculas reguladoras de la epigenética tanto en la placenta como en el cerebro
fetal. En este estudio demostraron, ademas, que el enriquecimiento ambiental materno
también moduld la expresion de estos marcadores y que lo hizo de manera diferente segun el

sexo de las crias.

Al llegar a la adultez, observamos que el ambiente proinflamatorio inducido por el LPS
durante la gestacion tuvo un efecto sobre el metabolismo de la descendencia de manera
diferente segun el sexo bioldgico de las crias. Las crias machos de dos meses de edad,
presentaron niveles elevados de colesterol y triglicéridos en suero, mientras que esto no se
observo en las crias hembras. Ademas, los machos provenientes de madres expuestas a AE
tenian menos grasa en todos los depdsitos analizados en comparacién con las crias
provenientes de AC. Nuevamente no se observé modulacion de la adipogénesis en las crias
hembra. Cada dia son mas los reportes que demuestran que los efectos de programacion
fetal, ya sea frente a estimulos nocivos como a estimulos beneficiosos, son diferentes seglin

cualsea el sexo bioldgico de ladescendencia (Connors y col., 2014; Gilman y col.,2016; Dudele
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y col., 2017; Schmidt y col., 2019). En nuestro disefio experimental, las crias macho parecen
ser mas sensibles frente a los estimulos de programacion fetal tanto nocivos (ambiente
proinflamatorio) como beneficiosos (enriquecimiento ambiental). En concordancia con estas
observaciones, Dudele y col. (2017) describieron, en un modelo murino, que el tratamiento
materno con LPS programa la susceptibilidad de las crias a desarrollar un fenotipo de
obesidad frente al consumo de una dieta alta en grasa durante la vida adulta y que esto varia
seglin el sexo de las crias. Si bien se requieren mas estudios para saber si las crias provenientes
de madres tratadas con LPS seran mas susceptibles a sufrir enfermedades metabélicas, aqui
demostramos que el enriquecimiento ambiental también tiene efectos sobre la programacion
fetal, que se ven reflejados en la regulacion de la adipogénesis, lo que podria contribuir a la

proteccion de la descendencia frente a estimulos nocivos durante la vida adulta.

La salud mental materna pre y periconcepcional ha sido el foco de numerosos estudios que
evallan el efecto de ciertas intervenciones orientadas a reducir el estrés y la ansiedad, como
la practica de actividad fisica de tiempo libre, con intensidad de leve a moderada [revisado
por Auney col. (2017) y por Wen y col. (2017)], técnicas de relajacion [revisado por Khianman
y col. (2012)], atencién y acompafiamiento durante el embarazo por parte de parteras
[revisada por Syall y col. (2016)] y otras intervenciones relacionadas con la inclusion social
(Kieffer y col., 2013). Numerosos estudios han informado una asociacion inversa entre la
practicade actividad fisicay el desencadenamiento del PP. Se ha demostrado que la actividad
fisica tiene efectos positivos sobre las complicaciones del embarazo, como la preeclampsia
(Sorensen y col., 2003; Meher y Duley, 2006), el exceso de peso gestacional (Lof y col., 2008;
Stuebe y col., 2009) y diabetes gestacional (Aune y col., 2017). Por otro lado, algunos estudios
han demostrado que la practica de yoga previene el PP y el bajo peso al nacer (Narendran y
col., 2005; Deshpye y col., 2013). Como mencionamos previamente, aunque el ejercicio fisico
no es el objetivo principal de nuestro paradigma de enriquecimiento ambiental, la presencia
de ruedas para correr, rampas y tineles brindé la oportunidad a los animales de este grupo
experimental de practicar actividad fisica voluntaria que no estuvo presente en el AC. Por lo
tanto, no podemos descartar la posibilidad de que algunos de los efectos beneficiosos de la
exposicion materna a AE en el resultado de la prefiez puedan deberse en parte a una mayor
actividad fisica. Los datos obtenidos en este trabajo, no nos permiten distinguir qué
componentes del AE (estimulacion motora, sensorial, cognitiva o social) son responsables de

la proteccidn de la gestacion frente a un estimulo inflamatorio como lo es la administracion
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sistémica de LPS. Sin embargo, es probable que sea una combinacién de factores que en

conjunto contribuyen a la proteccion de la madre y los fetos.

La naturaleza no invasiva del enriquecimiento ambiental materno hace que esta herramienta
sea particularmente interesante a la hora de pensar en nuevas estrategias para prevenir el PP.
De hecho, el AE se ha propuesto como una “farmacoterapia endégena” para enfermedades
relacionadas con el sistema nervioso, en las cuales la plasticidad neuronal no se obtiene
mediante la administracion externa de sustancias activas (Sale y col.,, 2014; Gonzalez Fleitas y
col., 2018) sino utilizando la estimulacion ambiental para mejorar el potencial reparador
espontaneo que posee el cerebro y también para influir en el desarrollo y la dinamica de la
respuesta inmune (Brod y col, 2017). Nuestros resultados sugieren, que la estrategia de
enriquecimiento ambiental podria modular la fisiologia materna, favoreciendo un estado

inmunoprotector frente a un desafio inflamatorio y de estas manera prevenir el PP.

Nos resultd interesante testear el efecto del enriquecimiento ambiental solo durante la
gestacion, debido a que, en la mayoria de los casos, las intervenciones para prevenir
enfermedades durante el embarazo en humanos se dan una vez que la mujer se entera que
esta embarazada. Si bien no observamos diferencias estadisticas en la ocurrencia de PP entre
las hembras expuestas a AE durante la gestacion y las AC si observamos una tendencia a
disminuir la tasa de PP que probablemente resultaria estadistica si se hubiera aumentado el
numero de animales. Sin embargo, no observamos un efecto protector del AE sobre la salud
de la descendencia. Esto sugiere que el enriquecimiento ambiental deberia ser
preconcepcional. Sin embargo, el efecto que una estrategia de AE podria tener sobre la

fisiologia del embarazo humano deberia estudiarse.

En general, nuestros resultados apuntan hacia los beneficios de la exposicion, pre y
periconcepcional, a un AE sobre el resultado de la gestacidn y la prevencion del PP inducido
por LPS. Incluso teniendo en cuenta las limitaciones de nuestro modelo animal, nuestros
resultados estan de acuerdo con la hipdtesis del "efecto de madre sana" que propone que los
efectos a largo plazo de un estilo de vida fisico y mental saludable tanto pre como
periconcepcional desempefian un papel importante en el resultado del embarazo
(Guendelman y col., 2017). Idealmente, todas las mujeres que buscan un embarazo deberian
tener facil acceso a asesoramiento preconcepcional para manejar los factores de riesgo en el

estilo de vida y la nutricidn, asi como el estrés y los problemas de salud mental.
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Nuestros resultados contribuyen a la discusion sobre la necesidad de disefiar politicas
publicas que implementen programas para mejorar la calidad de vida de las madres a fin de

prevenir complicaciones durante el embarazo.

Ademas, proponemos que el disefio de un protocolo de enriquecimiento del ambiente
materno para los humanos es factible y podria ser una terapia no invasiva y preventiva para
las complicaciones del embarazo que podria disminuir latasa de PPy las secuelas que pueden

presentar los nifios y nifias que nacen antes de tiempo.
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Conclusiones.

1-

El protocolo de enriquecimiento ambiental tiene efectos sobre la fisiologia de las
hembras, modulando el peso corporal, la adipogénesis y los niveles de colesterol y

triglicéridos en sangre.

El enriquecimiento ambiental materno previene el desencadenamiento del PP

inducido por el LPS a través de cambios moleculares y fisiologicos:

- Inhibiendo el aumento de la corticosterona sérica.

- Modulando la respuesta inflamatoria en el Gtero relacionada con la contractilidad
uterina que se desencadena previa al PP.

- Modulando la respuesta inflamatoria en el cérvix relacionada con el remodelado

cervical que precede al PP.

El tratamiento con LPS tiene efectos sobre la salud de la descendencia:

- Aumenta la mortalidad perinatal.

- Produce unretraso en algunos parametros de desarrollo fisico de las crias durante
la lactancia.

- Modula los niveles de colesterol y triglicéridos en las crias macho al llegar a la

adultez.

Elenriquecimiento ambiental materno protege a la descendencia:

- Previniendo la mortalidad perinatal

- Evitando el retraso en los parametros de desarrollo fisico de las crias

Esta proteccion esta dada, al menos en parte, por una respuesta antiinflamatoria en
el LA. Ademas, la exposicion materna a un AE modula la adipogénesis de las crias

macho en la edad adulta.

El protocolo de enriquecimiento ambiental acotado solo al periodo gestacional

disminuye la tasa de PP, pero no disminuye la mortalidad perinatal.
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