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RESUMEN

Antecedentes: el trabajo de parto humano es un proceso de tipo inflamatorio modulado por leucocitos que invaden los tejidos gestacio-
nales. El incremento local de moléculas de adhesién celular (CAMs) favorece la permanencia de estos leucocitos en la coriodecidua. Los
tejidos gestacionales expresan ICAM-1, mientras que los leucocitos circulantes expresan su ligando Mac-1.

Objetivo: analizar, primero, si la expresion de CAMs en las membranas fetales esta asociada al progreso de la edad gestacional; y, se-
gundo, la expresion de CAMs en los leucocitos de la circulacion intrauterina (placenta).

Material y método: estudio cerrado realizado en el Instituto Nacional de Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes. Se incluyeron muestras
provenientes de mujeres sanas de entre 15 y 44 afios de edad con embarazos a término (= 37 semanas de gestacion).

Resultados: el andlisis por PCR en tiempo real mostré que la expresion de CAMs en las membranas fetales permanecié constante antes
del trabajo de parto. ICAM1 e ICAM3 mostraron una tendencia al incremento durante el trabajo de parto, mientras que ICAM2, VCAM1,
SELP y SELE disminuyeron conforme avanzaba la edad gestacional. Los leucocitos placentarios mostraron un claro incremento en la
expresion de ITGAM (Mac-1) durante el trabajo de parto.

Conclusiones: estos resultados muestran que en la interfase materno-fetal se expresa una combinacion especifica de CAMs durante el
trabajo de parto, incluidos ICAM-1, ICAM-3 y Mac-1. La expresién de estas moléculas podria promover la permanencia de los leucocitos
en los tejidos locales para modular el microambiente inflamatorio local durante el trabajo de parto humano.

Palabra clave: adhesion celular, CAMs, trabajo de parto, leucocitos.

ABSTRACT

Background: The human labor is an inflammatory process invading leukocytes modulated by gestational tissues. The local increase of
cell adhesion molecules (CAMs) promotes the permanence of these leukocytes in the coriodecidua. Gestational tissues express ICAM-1,
while circulating leukocytes expressing its ligand Mac-1.

Objective: To analyze, first, if the expression of CAMs in the fetal membranes is associated with progress of gestational age, and second,
the expression of CAMs on circulating leukocytes in the uterus (placenta).

Material and method: original and closed study conducted at the Instituto Nacional de Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes (Mexico
City). We included samples from healthy women between 15 and 44 years of age with term pregnancies (= 37 weeks gestation).
Results: Real time PCR analysis showed that the expression of CAMs in the fetal membranes remained constant before labor. ICAM3
and ICAM1 tended to increase during labor, while ICAM2, VCAM1, SELE and SELP decrease with advancing gestational age. Placental
leukocytes showed a clear increase in the expression of ITGAM (Mac-1) during labor.

Conclusions: These results show that the maternal-fetal interface expresses a specific combination of CAMs during labor, including ICAM-
1, ICAM-3 and Mac-1. The expression of these molecules could promote the retention of leukocytes in the local tissues to modulate the
local inflammatory microenvironment during human labor.

Key words: cell adhesion molecules, CAMs, labor, leukocytes.

RESUME

Antécédents: le travail d’accouchement humain est un processus de type inflammatoire modulé par leucocytes qui envahissent les tissus
gestatoires. L'augmentation locale de molécules d’adhésion cellulaire (CAMs) favorise la permanence de ces leucocytes dans la chorio-
décidue. Les tissus gestatoires expriment ICAM-1, tandis que les leucocytes circulants expriment leur ligand Mac-1.
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Objectif: analyser, d’abord, si 'expression de CAMs dans les membranes foetales est associée au progrés de I'age gestatoire; et, apres,
I'expression de CAMs en leucocytes présents dans la circulation intra-utérine (placenta).

Matériel et méthode: étude originelle et fermée, réalisée a I'Institut National de Périnatalogie Isidro Espinosa de los Reyes (a Mexico). On
ainclus des échantillons provenant de femmes en bonne santé d’entre 15 et 44 ans avec grossesses a terme (= 37 semaines de gestation).
Résultats: I'analyse par PCR temps réel a montré que I'expression de CAMs dans les membranes foetales est restée constante avant
le travail d’accouchement. ICAM1 et ICAM3 ont montré une tendance a augmenter pendant le travail d’accouchement, tandis qu’ICAM2,
VCAMA1, SELP et SELE ont diminué selon 'avancement de I'age gestatoire. Les leucocytes placentaires ont montré une claire augmentation
dans I'expression d'ITGAM (Mac-1) pendant le travail d’accouchement.

Conclusions: ces résultats montrent que dans I'interphase materno-foetale s’exprime un mélange spécifique de CAMs pendant le travail
d’accouchement, inclus ICAM-1, ICAM-3 et Mac-1. L'expression de ces molécules pourrait promouvoir la permanence des leucocytes dans
les tissus locaux pour moduler le microenvironnement inflammatoire local pendant le travail d’'accouchement humain.

Mots-clés: adhésion cellulaire, CAMs, travail d’accouchement, leucocytes.

RESUMO

Antecedentes: O trabalho de parto humano é um processo do tipo inflamatério modulado por leucécitos que invadem os tecidos ges-
tacionais. O incremento local de moléculas de adesao celular (CAMs) favorece a permanéncia desses leucécitos na cério-decidual. Os
tecidos gestacionais expressam ICAM-1, enquanto que os leucdcitos circulantes expressam ligando Mac-1.

Objetivo: Analisar. Primeiro, se a expressdo de CAMs nas membranas fetais esta associada ao progresso de idade gestacional; segundo,
se a expressao de CAMs em leucocitos existentes na circulagéo intra-uterina (placenta).

Material e método: Estudo original e fechado realizado no Instituto Nacional de Perinatologia Isidro Espinosa dos Reyes (México-DF).
Foram incluidas amostras provenientes de mulheres saudaveis dentre 15 e 44 anos de idade com gestagdes a término (= 37 semanas
de gestagao).

Resultados: A analise por PCR tempo real mostrou que a expressdo de CAMs nas membranas fetais permaneceu constante antes do
trabalho de parto. ICAM2, VCAM1, SELP e SELE diminuiram conforme avangava a idade gestacional. Os leucécitos placentarios mos-
traram um claro incremento na expressao de ITGAM (Mac-1) durante o trabalho de parto.

Conclusoes: Esses resultados mostram que a interfase materno-fetal expressa uma combinacgao especifica de CAMs durante o trabalho
de parto, incluidos ICAM1, ICAM3 e Mac-1. A expressado dessas moléculas poderia promover a permanéncia dos leucécitos nos tecidos
locais para modular o micro-ambiente inflamatério local durante o trabalho de parto humano.

Palavras-chave: adeséo celular, CAMs, trabalho de parto, leucdcitos.
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iversas evidencias indican que el trabajo de parto
normal en la mujer es un proceso inflamatorio,
caracterizado por el aumento local de diversas
moléculas efectoras: citocinas proinflamatorias, qui-
miocinas, prostaglandinas y metaloproteasas de matriz
extracelular.! Se ha propuesto que la mayor cantidad de
estas moléculas proviene del infiltrado leucocitario que
invade los tejidos gestacionales durante el trabajo de parto,
aun en ausencia de infeccion.>?
Recientemente describimos que las membranas fetales
pueden inducir quimiotaxis de leucocitos durante el traba-
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jo de parto, y que los leucocitos de la sangre placentaria
poseen mayor perfil proinflamatorio que los leucocitos
de sangre periférica materna.*® Estos hallazgos sugieren
que durante el trabajo de parto normal los leucocitos son
reclutados al compartimiento coriodecidual, donde podrian
modular el proceso inflamatorio local.

La permanencia de leucocitos en la coriodecidua debe
estar favorecida por el incremento local de moléculas de
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adhesion celular (CAMs, por sus siglas en inglés). La
molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM-1) es la mas
estudiada en este contexto. Su expresion se incrementa en
las células endoteliales de la placenta, en el amnios y en la
coriodecidua con el trabajo de parto; incluso, se ha descrito
que tiene cierto valor predictivo para parto pretérmino al
medirse en el liquido cervicovaginal.”!!

El analisis de CAMs en los leucocitos de sangre peri-
férica materna ha mostrado cambios relacionados con el
trabajo de parto. Se han estudiado la selectina L (CD62L),
que participa en las primeras interacciones de los leucocitos
con el endotelio vascular y las integrinas LFA-1 (CD11a)y
Mac-1 (CD11b), que son los ligandos o correceptores de la
molécula ICAM-1 y, por tanto, constituyen el complemento
indispensable para el reclutamiento y permanencia de los
leucocitos en los sitios de inflamacién.'

Esta demostrado que durante el trabajo de parto la can-
tidad de células positivas para Mac-1, y la intensidad en
la expresion de esta molécula, aumentan en los monocitos
y en los granulocitos de la sangre periférica materna.'>!

En este trabajo estudiamos dos aspectos de la expresion
de las CAMs en la interfase materno-fetal en el término
de la gestacion. Ademas, analizamos si el incremento en
la expresion de CAMs en la coriodecidua es un proceso
gradual que se desarrolla progresivamente al término de la
gestacion, en preparacion para el inicio del trabajo de par-
to, 0 si es una consecuencia de éste. También analizamos la
expresion de Mac-1 en leucocitos de sangre placentaria en
comparacion con la de los leucocitos de sangre periférica
materna, con el fin de establecer si las células que circulan
en el ambiente intrauterino son capaces de responder a las
sefales de reclutamiento expresadas por las membranas
corioamnioticas.

MATERIAL Y METODO

Seleccion de pacientes
Los criterios de inclusion y procedimientos de toma de
muestras de este proyecto los aprobaron los Comités de
Investigacion y Etica del Instituto Nacional de Perinato-
logia Isidro Espinosa de los Reyes (Num. 212250-02151).
Todas las pacientes dieron su consentimiento informado
antes de la toma de las muestras.

Se incluyeron muestras provenientes de mujeres sanas
entre 15 y 44 anos de edad, con embarazos a término (>
37 semanas de gestacion). Se excluyeron las pacientes con

embarazos multiples o con alguna enfermedad, especial-
mente infeccioén vaginal o intrauterina, diabetes mellitus
o diabetes gestacional, preeclampsia o enfermedades
autoinmunitarias.

Membranas fetales

Para analizar el incremento gradual de la expresion de
CAMs en las membranas fetales al término de la ges-
tacion, éstas se recolectaron inmediatamente después
del alumbramiento de la placenta y se transportaron al
laboratorio en un contenedor estéril. Las membranas se
lavaron con solucion salina estéril, y un pedazo de tejido
de aproximadamente 5 cm? se coloco inmediatamente en
RNAlater (Ambion, Austin, TX, EUA) y se almaceno a
-20 °C hasta su uso.

Las muestras de membranas fetales se clasificaron en
cinco grupos de estudio correspondientes a las semanas de
gestacion de las pacientes, calculadas a partir de la fecha
de la Gltima menstruacion.

Los primeros cuatro grupos incluian muestras de pa-
cientes que llevaron a término su embarazo por cesarea
electiva, sin trabajo de parto. El quinto grupo incluy6
muestras de pacientes con trabajo de parto activo, inde-
pendientemente de la edad gestacional o de la forma de
resolucion (Cuadro 1).

Cuadro 1. Muestras de membranas fetales

Grupo Semanas de gestacion n
1 37 7
2 38 10
3 39 7
4 40 5
5 Con trabajo de parto 7

Leucocitos de sangre placentaria y periférica materna
Para analizar la expresion de CAMs en leucocitos de
circulacion intrauterina se obtuvieron muestras de sangre
placentaria de las pacientes participantes, y de sangre
periférica como grupo de comparacion.

Las muestras de sangre placentaria se obtuvieron en los
primeros 30 minutos posteriores al alumbramiento de la
placenta. Para la obtencion de estas muestras se exprimio
manualmente la cara materna de los cotiledones de la
placenta, y se recuper6 la sangre que drenaba con pipetas
estériles desechables. La sangre (5 mL) se depositd inme-
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diatamente en tubos estériles con anticoagulante (heparina
de sodio o EDTA).

Las muestras de sangre periférica materna se obtuvie-
ron durante el procedimiento obstétrico (cesarea o parto
vaginal), o inmediatamente después de éste. La sangre (5
mL) se obtuvo mediante puncion venosa en el antebrazo
de las pacientes y se depositd inmediatamente en tubos
estériles con anticoagulante.

A partir de las muestras de sangre placentaria y pe-
riférica se aislaron los leucocitos totales por medio de
gradiente de densidad, con el reactivo Polymorphprep
(Axis-Shield, Oslo, Noruega), se siguieron las instruc-
ciones del fabricante.

Al formarse el gradiente se obtuvieron dos bandas de
células correspondientes a los leucocitos mononucleares
y a los polimorfonucleares, respectivamente; en todos los
casos se recuperaron ambas bandas para tener el paquete
leucocitario completo.

Los eritrocitos residuales se eliminaron resuspendiendo
el paquete celular en un amortiguador de cloruro de amonio
(cloruro de amonio 150 mM, bicarbonato de potasio 10
mM, EDTA 0.1 mM) durante 10 minutos a temperatura am-
biente; finalmente los leucocitos se lavaron con PBS estéril.

Las muestras de leucocitos periféricos y placentarios se
dividieron en dos grupos de estudio: grupo 1: sin trabajo
de parto (n = 6), y grupo 2: con trabajo de parto (n = 8).

Aislamiento de ARN y sintesis de ADNc

El ARN total de las membranas fetales y de los leucocitos
periféricos y placentarios se aisld con el reactivo Trizol
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), segun las instrucciones
del fabricante. Después del aislamiento del ARN, las mues-
tras se trataron con DNasa I, seguido de la inactivacion
de la DNasa, para eliminar la posible contaminacion con
ADN genomico.

El ADN complementario (ADNc) se sintetizo a partir
del ARN total con el equipo Transcriptor First Strand
cDNA Synthesis Kit (Roche Applied Science, Mannheim);
se usaron hexameros al azar como iniciadores, en un ter-
mociclador Mastercycler Gradient equipment (Eppendorf,
Hamburgo, Alemania) a 25 °C - 10 min / 55 °C - 30 min /
85 °C - 5 min. E1 ADNCc se almaceno a -20 °C hasta su uso.

Expresion relativa de las CAMs
La expresion de las CAMs se analizd por PCR semi-
cuantitativa en tiempo real en un equipo Light Cycler 2.0,

con el equipo Light Cycler TagMan Master y las sondas de
hidrolisis TagMan siguiendo los protocolos del fabricante
(Roche Applied Science).

En las membranas fetales se analizo la expresion de los
genes ICAM1, ICAM2, ICAM3, VCAMI, SELE (selectina
E) y SELP (selectina P); en los leucocitos periféricos y
placentarios se analizo la expresion de los genes ITGAL
(LFA-1) ¢ ITGAM (Mac-1). En todos los casos se uso6 el
gen GAPDH como referencia para calcular la expresion
relativa.

Para las reacciones de PCR se disefiaron iniciadores
especificos para cada uno de los genes con el programa
ProbeFinder, disponible en www.universalprobelibrary.
com. El cuadro 2 muestra las secuencias de los iniciadores
y los nimeros de sondas utilizados en este estudio. Todos
los iniciadores se disefiaron para contener secuencias de
unioéon de intrones, con el fin de evitar falsos positivos
provenientes de cualquier residuo de ADN gendmico.
Las condiciones de la PCR en tiempo real fueron: un
ciclo a 95 °C - 10 min; 45 ciclos de desnaturalizacion
(95 °C - 10 seg), alineamiento (60 °C - 30 seg) y extension
(72 °C - 1 seg).

Anadlisis estadisticos

Las diferencias estadisticas entre los grupos de estudio se
analizaron con la prueba de Mann-Whitney, se utiliz6 el
programa SPSS v. 12. Los valores de p menores de 0.05
se consideraron significativos.

RESULTADOS

CAMs en membranas fetales

La expresion de las CAMs analizadas en las membranas
fetales permanecidé relativamente constante conforme
avanzaba la edad gestacional. No se observo diferencia
en la expresion de ICAMI a lo largo de las semanas de
gestacion, pero si una clara tendencia a aumentar en las
muestras provenientes de pacientes con trabajo de parto.
Este mismo comportamiento se observo en el caso de
ICAM3 (Figura 1).

Las expresiones relativas de ICAM2, VCAMI1 y SELP
mostraron una tendencia evidente a disminuir conforme
avanzaba la edad gestacional, la cual s6lo fue significativa
en el caso de ICAM?2 al comparar las muestras con trabajo
de parto con las muestras de pacientes en la semana 37 de
gestacion (Figura 1).
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Cuadro 2. Secuencias de iniciadores y nimeros de sondas

Gen Sonda TagMan Iniciador sentido Iniciador antisentido

ICAM1 71 5’ - ccttectcaccgtgtactgg -3’ 5’ —agcgtagggtaaggttcttge- 3’
ICAM2 75 5’ - caatgaattccaacgtcagc -3’ 5’- accaaagtgggttgcagtgt- 3’
ICAM3 40 5’ - ggtaccatccgtgttgtgg -3’ 5'- gaactcctgeccctggac- 3’
VCAM1 39 5’ - tgaatctaggaaattggaaaaagg -3’ 5’ — tgaatctctggatccttaggaaaa- 3’
SELE 27 5’ - gcaagaagaagcttgcccta -3’ 5’ — tggccactgcaggatgtat- 3’
SELP 67 5’ - ccttcaggacaatggacagc -3’ 5’ — tgtagttctgagcatttcacagce- 3’
ITGAL 26 5'- ccacagatggaagcattttg-3’ 5'- gtgttctggtcacacgttcg-3’
ITGAM 9 5'- ggcatccgcaaagtggta-3’ 5'- ggatcttaaaggcattctticg-3’
GAPDH 60 5’- gccacatcgcetcagacac- 3’ 5’ —gcccaatacgaccaaatcc- 3’

La expresion de SELE permanecio constante indepen-
dientemente de la edad gestacional y del trabajo de parto,
aunque fue significativamente menor en las muestras de pa-
cientes con 40 semanas de gestacion (p =0.016) (Figura 1).

CAMs en leucocitos placentarios y periféricos

Al analizar la expresion de CAMs en leucocitos circulantes
en la sangre placentaria y periférica, no se observaron dife-
rencias en la expresion de ITGAL, ya sea antes o durante
el trabajo de parto (Figura 2).

La expresion de ITGAM fue significativamente mayor
en los leucocitos periféricos antes del trabajo de parto,
comparada con los leucocitos placentarios (p = 0.01).
Sin embargo, esta diferencia no se observo durante el
trabajo de parto, debido a un incremento en la expresion
de ITGAM en los leucocitos placentarios que, aunque fue
evidente, no alcanz¢ significacion estadistica (Figura 2).

DISCUSION

El trabajo de parto de la mujer es el resultado de la ge-
neracion de un microambiente inflamatorio en el espacio
coriodecidual, ambiente modulado principalmente por leu-
cocitos infiltrantes. En este contexto, se ha observado que
la expresion de algunas CAMs aumenta durante el trabajo
de parto, de ahi que se haya propuesto como un mecanismo
de permanencia de dichos leucocitos infiltrantes.

En este trabajo estudiamos, por un lado, la expresion
de CAMs en membranas fetales asociada con el avance
de la gestacion y, por otro lado, la expresion de CAMs en
leucocitos que circulan en el ambiente intrauterino.

En el caso de las membranas fetales, nuestro disefio
experimental demostro que el incremento en la expresion

de las CAMs estudiadas no es un proceso gradual asociado
con el progreso de la gestacion, sino que depende de la
existencia del trabajo de parto, lo que fue evidente en el
caso de ICAM1 e ICAM3.

El incremento en la expresion de la molécula ICAM-
1 asociado con el trabajo de parto ha sido reportado en
células endoteliales de la placenta, en el amnios y en la
coriodecidua; e incluso se ha descrito que tiene cierto valor
predictivo para parto pretérmino, al medirse en el liquido
cervicovaginal.”-!!

La expresion de [ICAM-3, particularmente en los linfo-
citos T, esta involucrada en la presentacion de antigeno,
participando en la interaccion de estos linfocitos con las
células presentadoras de antigeno. Ademas, ICAM-3 fa-
vorece la unién de ICAM-1 y su receptor LFA-1.15 En este
sentido, la mayor expresion de ICAM-3 en las membranas
fetales durante el trabajo de parto podria sugerir que hay
mas linfocitos T infiltrados, lo que coincide con reportes
anteriores de nuestro grupo y de otros.*!%17

Nuestros resultados sugieren, también, que durante el
trabajo de parto humano la participacion de otras CAMs
—como ICAM-2, VCAM-1, selectina P y selectina E- no
parece ser importante, si se considera que su expresion
permanece constante en las membranas fetales, e incluso
tiende a disminuir.

El analisis de la expresion de las moléculas de adhesion
LFA-1y Mac-1 (ligandos de la ICAM-1 que expresan los
tejidos gestacionales durante el trabajo de parto), mostro
un claro incremento en la expresion de ITGAM, el gen que
codifica para Mac-1 en los leucocitos placentarios. Este
incremento se ha reportado anteriormente en los monocitos
y granulocitos de la sangre periférica materna al término
de la gestacion.!>!4

ISSN-0300-9041 Volumen 78, num. 12, diciembre 2010

681



Vega-Sanchez Ry col.

ICAM1 camz
008 4 204 o= 0013
B
® ® 121
=
§ oo &
[ 2
= = 0.8
= =
g o] 1
'a- 0.4 4
i g
000 4 i oo 4 a J-—
3T 5TP a8 STP 38 5TP 40 5TP CTP AT 5TP 38 S8TP 38 5TP 40 5TP cCTP
ICAM3 vcAaAM1
18 5 010 5
18
§ J  _p=ooss T 3 o0 _
7 3
= =
4 4 005 4
g g
= &
E E 0.04 o
g g
g 2 . z
=]
‘Ig. ?_{ 0602
A0
04 ﬁ o .00 4 * -
3T 3TP 8 5TP 30 3TP 40 STP CTP 37 8TP 38 8TP 39 8TP 40 5TP CTP
SELP SELE
0.08 30 1 _p=0.016
2.0 4
p T
N woy 1t -
= .06 o =] 1
54, & 0
= 0.04 4 g 03
g g
'.E :§ 02
& 0,02 4 by
& I £,
0.00 4 ——] a %) e
T 5TP 38 5TP 389 5TP 40 5TP cCTP a7 5TP 38 5TP 38 5TP 40 5TP CTP
Semanas de gestacion Semanas de gestacion

Figura 1. Expresion de moléculas de adhesion celular en membranas fetales humanas al término de la gestacion.

Las lineas horizontales representan los valores de las medianas de expresion relativa con los percentiles 25/75 (cajas) y los percentiles
5/95 (lineas verticales). Los puntos negros representan valores atipicos.

STP: sin trabajo de parto; CTP: con trabajo de parto. En todos los casos: 37 STP, n = 7; 38 STP, n = 10; 39 STP, n = 7; 40 STP, n = 5;
CTP,n=7.
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Figura 2. Expresion génica de ITGAL e ITGAM en leucocitos periféricos y placentarios al término de la gestacion.

TP: trabajo de parto; n = 6 sin TP; n = 8 con TP. Las lineas horizontales representan los valores de las medianas de expresion relativa con
los percentiles 25/75 (cajas) y los percentiles 5/95 (lineas verticales). Los puntos negros representan valores atipicos.

Lo anterior sugiere que mientras los leucocitos de la
sangre periférica materna podrian aumentar su expresion
de Mac-1, como resultado del avance de la gestacion,
los leucocitos que circulan en la placenta incrementan
dicha expresion exclusivamente como respuesta a sefiales
asociadas con el trabajo de parto, lo que permitiria espe-
cificamente a estos leucocitos interactuar con las células
locales que estuvieran expresando ICAM-1. La interaccion
molecular entre los leucocitos placentarios infiltrantes y las
células coriodeciduales podria resultar en la amplificacion
de la red de sefiales que promueven el trabajo de parto.

En conjunto, nuestros resultados apoyan la hipdtesis de
que en la interfase materno-fetal al término de la gestacion,
y particularmente durante el trabajo de parto, se expresa
una combinacion especifica de CAMs, incluidas ICAM-
1, ICAM-3 y Mac-1. La expresion de estas moléculas no
esta asociada con el avance en la edad gestacional, sino
exclusivamente con el trabajo de parto. Esta expresion
selectiva de CAMs promoveria el reclutamiento y per-
manencia de leucocitos a la coriodecidua, los que podrian
modular el microambiente inflamatorio local durante el
trabajo de parto.
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