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Introduccién

EUTERIOS es uoa de las dos infraclases de la subclase Terios, que estd enmarcada en

la clase Mamiferoa. Un hecho d do de esta infracl. es que los descendientes de .

los euterios sufren un considerable desarrollo en el interior de la madre antes de su

ot " d ient

y son

estdn dentro por un érgano cspecial llamado
placenta. La infraclase Euterioa comprende varioe Srdenes, uno de los cuales es el de
los Primates, que incluye a los scres humanos.!

El proceso bioldgico que establece las dici Smi y fisiolégi para

que las crias puedan mantenerse albergadas dentro de la madre durante un perfodo

lati 1 do se como impl. id

La forma més sencilla en que Ja implantacién puede ser descrita consiste en definirla
como la unidn del conceptus y el dtero. El término conceptus se utiliza para hacer
referencia al huevo y a todos sus derivados desde el estado de fertilisacién hasta el
nacimiento, Se ha determinado que la fertilizacién y el desarrollo del concepius a través

de los estados de cigoto, segmentacién y mérula ocurren en el oviducto pero, cuando

el pius h e ierte en un blastoci aproximad al cuarto dia
después de 1a ovulacié éste es ferido al interior del dtero.

La sorie de oventos de la implantacién en el h inicia con el tacto fisico entre

¢l blastociato y el \itero. Las células trofobldsticas int i con la capa de células

iteliales del end trio ¥ i la b basal que las sustenta, invaden cl

—ee despl o mi a través de él—, y eatablecen comunicacién con el

i do Ia pared de los vasos sanguineos endomettiales.

Este proceso resulta en la fc idn dela pl hi h ial en que los tejidos

{etales estin constantemente bafindos por sangre materna. (Figura 1.)

L.a implantacién y desarrollo de la placentn estén limitados al embarazo temprano.

IMPLANTACION

Los el que partici en el establecimi de la impl ién son ¢l blast




Figura 1. Implantacién blastocistica, En
este esquema, la parte anterior del dtero estd
orientads hacialaizquierda. Las primeras eta-
pas del desarrollo del concepto se manifiestan
durante s recorrido por el oviducto (I). El
bl isto, en cambio, leta an i
en <l dtero, y envuelto adn por el oolema, se
une sl endometrio, normalmente en la pared
posterior y cerca de Ia linea media (IT). Ya
sin ninguna cubierta, el blastocisto inicia la
invasién del endometrio (111). (Modificado de
Boving and Larsen, 1088.)




y el Wtero.

El blastocisto es una de las ctapas del d 1 ético del organi Se
otigina o partir de la mérula cuando sc acumula fluldo entre sus células, forméndose una

idad central ida como blastocele. En el blastacisto ap: las pri Iinean
celulares diferenciadas; de hecho, las células blastociaticas sc organisan en embrioblast

¥ trofoblasto.?
El embrioblasto es la masa celular interna localisada en un extremo del blastocele.
Est4 destinado a formar el embrién. El trofoblasto estd situado en la periferia del

blastocisto, envolviendo al blastocele y al embrioblast El trofoblasio tiene como

funcién contactar el tejido materno, invadir éste, y formar la placenta y otras estructuras

heid i

que al feto durante el embaraso, pero que son separadas de

la descendencia y de la madre en el nacimiento.?
Por otra parte, el titero on el humanc es un érgano pélvico ubicado en la linea media,
inclinado un poco hacia adelante, constituldo por una pared gruesa y una cavidad

cilindrica con un tonue apl i ior. De la cima hacia abajo el diecro

ta tres fundus, corpus y cervix. El fundus tapa al dtero, el

cotpus inicia al nivel en que desemnbocan los oviductos, y el cervix, en la parte inferior
del ttero, que lo comunica con la vagina.®

La pared del titera est4 construida de tres capas concéntricas. La més interna, de
cara al lumen uterino, de pocos milimetros de grosor, es el endometrio. La media,
gruesa, formada por musculo liso y vasos sanguineos que se orientan hacia la superficie
del titero ea el miometrio. La cubierta externa y delgada, constituye el perimetrio.®

La capa de la pared del itero que interviene en la imp! ién del blastocisto es

el end trio. El end tio o uterina estd4 compuesto de epitelio y estroma.

El epitelio, que recubre al lumen uterino, es columnar simple. El estroma es el tejido

conectivo y vascular que subyace al epiteli El epitelio forma gléndulas tubulares
les y i ] amificadas, que se ienden dentro del estroma e inclusive,
llegan hasta el miometrio. Las gléndulas contrit a ali tar al ptus durante

su fase histotréfica. Las gléndulas y el cstroma varian de acuordo a su profundidad en el
endometrio. De acuerdo con esto, tres estratos endometriales pueden ser distinguidos:
la sona compacta, la funcional y el estrato basal.?® (Figura 2.)

En el endometrio se efectiian un conjunto de fenémenos que permiten o facilitan
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Matrix

Extracelular

Figura 2. Estratificacidn del endometrio. Elendometrio puede ser subdividido en cuatro zonaa: La zona
1 eaté constitnidn por epnelm Juminal y por una dalgadn capa de estroma. La zona 1 se distingu~ pur un
predominio de la matriz extracelular sobre las glandulas, que exhiben an trazo recto y perpend;cnlar ala
superficie. Los dos primeros estratos confignran la zona compacta. Lx zona HL «n cambi Lindulas
de forma irregular, ramificadas y muy apigadas. Esta zonaes conoclda como esponjosa, ¥ jento con a rona
11, recibe el nombre de fancienal. En la zons IV, por #ltime, la matriz ~xtracelular a5 d-nan, y Ias artarias
foxrnux upln!eo Es conocida como [a zona o estrato basal. Durante la invasién, ef trofoblasto debv: atravesar
loa tres primeros estratos para alcanzar las nrterias espirales, donde la presién y volumen sanguinens pueden
llenar los espacios intervellosos. {Tomado de Boving and Larsen, 1983.)
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Figura 2. Estratificacién del end io. El end, io puede ser subdividido en cuatro zonas: La zona
1 esté constitaida por epl\eho lominal y por una delgadn capa de estroma. La zona 11 se distingu-
predominio de Ia matriz extracelular sobre las glindulas, que exhiben un trazo recto y perpendicular a ia
superficie. Los doa primeros estratos vonfiguran Ia zons compacta. Lr zona I =n camb un grindnlas
de forma irregular, ramificadas y muy apigadas. Esta zona es conocida como esponjosa, v iunto con la zona
11, recibe ¢l nombre de funcional. En la zena TV, por ditime, la mateiz ~xtracelulat #+ donsa, 3 Ins arrarias
forman espirales. Es conocida como la 2ona o estrato basal. Durante laiavasidn. el trofotiasto debe atravesar
fos tres primerce estratos parn alcanzar las arterias espizales, donde la presién y volutien sangninecs purden
lUenar los espacios intervellosos. (Tomado de Boving and Larsen, 1983.)




Ia impl. ién del blastocisto; estos tecimi son globalmente denominados

como sensibilisacién o receptividad uterina. La ién entre la ifestacié

de la sensibilidad uterina y el desarrollo del blastocisto ea imprescindible para que ae

tabl una icacién o sefializacién ad da que haga posible ¢l desencade-
i del de imp! idn.4¢

El perfodo de tiempo d ¢l cual el end io es receptivo al blastocisto se

d jna “ventana” de implantacié En el humano, la ventana de implantacién se

extionde desde ol dia 5 al dia 7 dospude del incremento en los niveles de hormona
luteinisante. Més allé do cste limite el Gtero pierde su receptividad y llega a ser in-
diferente, refractario o téxico al blastocistio, lo que con frecuencia se manifiesta en

abortoa.?%7

La ptividad en el b ea lada por la accién sinergética de dos hor-
monas esteroides: estrégenoc y progesterona. Se ha determinad. i tal 4
que Ia relacién 2 la que estré (Ea) ¥ (P) deben t para esti-

mular la sensibilisacién debe ser menor a 0.05, esto es, E;/P < 0.05.¢
Los rasgos morfolégicos diagndsticos de receptividad uterina en el humano pucden
detectarse en toda la capa endometrial. Las células epitelial hiben una mit dria

i deada por fcul dopl Atico rugoso, un sist de canal leolar y

ién de las i digitaci: de las b en la parte media y basal de

la pared lateral. En el estroma, casi la mitad de las células de tipo fibroblatoide
modifican su forma, redondedndose, para convertirsc cn células “predeciduales™, con

ndcleo vesicular y citoplasma claro y abundante, Otras células se contraen originando

i || d inles esféri La sona compacta se vascularisa (de
este modo la circulacié en més ible al tus). Simultd te, las
células decidual di das en “cestoa” de fibras de coldgena que también

b 3 a gldndulas y vasos.>¢

El blastocisto humano entra on ln cavidad uterina alrededor del dia cuatro después
do la ovulacidn. Es transferido al sitio de implantacién por medio de ondas de con-
traccién que ec originan desde el cervix y desde la vecindad de la unién uterotubal.
La implantacién normalmente ocurre en el corpus con més frecuencia sobre la pared

posterior que sobre la anterior y cerca de la l{nea media.?

Existen dos estructuras acelulares que cubren al blastocisto d te su estancia en
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el itero. Estas envol son la sona pelicida y el moco utetino,

La sona peliicida u oolema es una cortexa pilida que rodea por completo al conceptus,

laborada de tel que so deposit i el évulo estd en el ovario. Esta

envoltura le permite al blastocisto establecer una unién inespecifica primatia con el
endometrio. M4s tarde, el oolema es perforado o removido aparentemente por un

114 d t

uterino dep. i de estrdgeno d inado “factor iniciador de
la implantacién” (I1IF).*

factor pr

El flu{do uterino o moco es considerado como un medio de intercambio y adhesién
entre el blastocisto y el itero. En el humano es poco abundante, ya que apcnas
humedece al epitelio.?

Después de que la sona peldcida es degradada, el blastocisto se flia al dtero por el
hemisferio abembridnico (polo en que se sitiia =l embrioblasto)?

Pot otra parte, d te el de i ién del end trio, el trofoblasto inte-
racciona con el epitelio en forma particular d diendo de la ie que 8¢ id °
Se cree que el drea en que ocurre la i ién cetd relaci da con la ia de vasos

{ en la (hemotropi .S
Lai i inda con la perfc ién de la b basal y el desarrollo de

proyecciones trofoblésticas dentto del estroma.!® La horadacién del endometrio ha sido
atribu{da a proteinasas secretadas por el trofoblasto b1

D lai i6n, la ién del trofoblasto que hace tacto con el end io

prolifera y forma dos capas: una externa, €n que varios nucleoé comparten un cito-
plasma ti d inada sincitiotrofoblasto, y otra interna, detrés del sincitio, que
origina a éste, de células uninucleadas (células de 1 hans), que recibe ¢l nombre de
citotrofoblasto,1®

L.as células citotrofoblasticas producen la hormona gonadctropina coridnica (hCQ),

1,

que se ha do con el tenimi del cuerpo ldteo, Que de esta forma continda

produciendo progesterona, habilitando al endometrio como un “lecho esponjoso”.®

PR s .

E) dltimo paso en la i en el envolvimiento de loa vascs
ungufneoo del estroma y en la i4n de sus paredes (int ién).!4 En adelant
el trofabl de a tar 1a for ién de la pl ta (pl idn).

Al inicio de la invasién ap ] ios dentro del sinciti fobl, con

¢l nombre de lagunas, que se originan durante la penetracién de loe vasos maternos. Las
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t 1

son duct provi; de sangre. Este fluldo circula a través de lan lagunas

hagta que la invasidn avansa a |a regién de las arterias espiraladas, donde la sangre corre

con sufici presidn y vol para llenar esos conductos. (Figura 2.} Mientras esto
sucede, las | sus di i se {usi y tituyen los
intervell que se bl en la regién media del trofoblasto, dividéndolo en dos

placas: la basal, que mantiene contacto con ¢l estroma, y la coriénica, que se dirige a la

cavidad amniética. De .qul en adelante la sangre materna fluye a través de los espacios

1} limitados por el trofobl lidénd el patrén bdsico de la circulacién
materna en la placenta’?
Algunas hebras de fobl el io intervelloso. Son conocidas

como vellosidades de anclaje. A partir de cllan y también desde el plato coridnico
crecen vellosidades libres dentro del espacio intervelloso.

Las vellosidades se desareollan a través de tres estados. Una vellosidad primaria es

un brote de aincitiotrofobl que i un centro de citotrofoblasto eélide. Una
vellosidad secundaria sc forma do crece un é biéstico laxo dentro de una
vellosidad pzimaria. En la vellosidad terciari iste Ia adicién de vasos sanguineos.
Simultd con esta dife iacién, las vellosidades crecen, se ramifican y se en-

1 dnd fe do un lébulo placental o cotiledén, en cuyo seno

circula la eangre materna.

hib

Las vellosidades de anclaje una lif i daria, en que el citotro~

foblasto crece hacia afuera a través del sincitio y dentro del estroma, formando las

1 ful 1 foblésti que de auevo origi incitio, que se despl. al

exterior como hebras o como células gigantes separadas, que tocan al miometrio.'*

El piso del espacio intervelloso igte del citotrofoblasto de las col celulares,

ademés del sincitio periférico y de decidua.

Los vascs nnsu{nooo que proliferan dentro de las vellosidades se unen a vasos que

crecen por fuera del embridn (capil del saco al ico) fotdnd asi el patrén
bésico de circulacié 1 de la pl.
A partir de que los pat bésicos de circulacién han sido establecidos, se al-
cansa una icidn de circulaci tal y materna por medio de vellosidades
larisadas » idas en sangre t que fluye a travéa de un espacio limitado
por trofoblasto. De éste modo se asi las bases témi para el int bi




fisioldgico.'*!* (Figura 3.)

La forma definitiva de la placenta humana es producto de la desaparicién de velloai-
dades de todo el cérion, excepto en la sona que mantiene contacto con la circulacién
materna. Debido a que el proceso de invasién termina al inicio del segundo trimestre,
el incremento en grosor de la placenta ee efectiia por un aumento en el tamaiio de las

vellosidades del cdrion frondosum con simultd; ién del io intervelloso.

La placenta humana es un érgano en forma de disco, que al final del embaraso al-

1 1 I}

sua pii

cansa un didmetro de 15 a 20 cm. En términos
morfolégicas incluyen i. su diferenciacidén en dos caras: una fetal, donde se extiende
la red de vasos sanguineos que nace a partir de los vasoa umbilicales o alantoicos,

dicién que la disti como una placentacién

que suministran la sangre fetal

corialantoica—, y una cara materna, ea la que es ible identificar a las vellosidad

coriénicas en estrecha relacién con la decidua basal —debido a la pr in de esta mem-
brana, la pl ta h ha sido catalogada como deciduada—, y ii. su localizacién
extracorpérea. En otro tido, sua teristi funci les implican i. crecimiento

y desarrollo completos dentro de un perfodo de vida limitado (que en ol hombre Hega a
38 & 38 semanas), sin afectar la salud materna, y ii. adaptaciones anatémicas a diversas
tareas que abarcan transporte de gascs ¥ metabolitos deade ¥ hacia el feto, eliminacién

de ductos de d ho, v elab ién de h teroid y protei 18

A partir de un enfoque histolégico (que evalia la cantidad de tejidos maternoa y fe-

tales que entran en contacto directo en el drgano maduro) la placenta humana pertenece

al tipo hemocarial, en que la capa celular de las vellosidades, el trofoblasto, es
baiiado directamente por sangre materna; es decir, se han eliminado todas las capas
uterinas, por lo que los tejidoe que se intesp entee lag circulaci fetal y ma-
terna, que conforman la “barrera pl. ia”. son sol tres: trofoblasto, tejido

ivo y capil I (endotelio y b basal). De este modo, la placenta
h ial del homb una relacién hemotréfica, desde que la nutricién es

derivada de la sangte materna circulante.131418

Segin Wynn (1975) “no es exacto que una reduccién en el nfimero de capas en
Ia ‘barrera pl ia' i te es equivalente a un incremento en la eficiencia

placentaria. Aunque la transferencia de sustancias que atraviesan la placenta por simple

difusidn probablemente es influida por el grosor de la barrera, no se ha tomado en cuenta

6



AMNIOTICA
corazon
vena umbilical
arteria

plato corionico
placa basal

espacio intervelloso
vellosidad libre
vellosidad de anclaje
proliferacion secundariy

o
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Figura 3. Las circulaciones concep-
tal y materna. En la ~spesic humana,
la placenta es el Srgano que hace posi-
ble que las dns circalaciones Ueguen a
estar lo saficientemente cercanas para
que ¢l intercambio de guses y metaboli-
tos entre ambas se efectie, por mediode
\esidad larizad 5d

0 sangre que flye por los espacios in-
servellosoe. (Segdn Boving and Larsen,
1683)



la actividad fidoldgica de las membranas placentales, particularmente con respecto a la
facilitacién imé&tica del ¢ porte y la pinocitosis.”

Otras estructuras accesorias que sc desarollan a partir del conceptws son el saco de

ia yema, la alantoides y ¢l amniocs.'*

Por oira parte, en el iitero receptivo, el primer indicio de implantacién es un incre-

mento en la permeabilidad 1 d ial alrededor del bl isto —que marca

el inicio de un fené méa leji ido como i6n decidual—. Su natu-

ralesa localisada sugirid que ocurre en respuesia a una seiial del blastocisto. Se ha

indicado que esta seiial puede ser fisica,*}" o puede ser debida a diéxido de carbono,}?

5 1, histaminat! o taclandinag. 7
La transformacién gradual del eatroma end tial, que se ifiesta debido al
dici i h 1 del dtero d te la scosibilisacién y al estimulo de la im-

1, Y3 I Py | 2y a n enln' ey deln, a1 LQ 2 a P 1

puede sintetisarsc como la aparicidn de dos conjuntos de eventos, que por su naturalesa

han sido J dos como émicos y no émi 1% E| primero se distingue por una

modificacién en el patrén de expresidn del DNA en las células endometriales. La seric

de no Sémicoa incluye la lidacién de la transf ién de las células

predeciduales en deciduales, de arquitectura poliédrica, junto con la aparicidén de reti-
calina (fibras delgadas de coldgena Tipo 111 ') entre éstas, ademés de vasodilatacién

d +

y permeabilidad capilar incrementadas, con lo cual el llega a ser
Esas respucstas pueden resultar del efecto directo de la tranamisién de una seiial del
blastocisto a través de la capa epitclial por medio de la liberacién de otro mensaje y

lieional

quisd,
idualisacién s sderad ial para una implantacién exit el papel

con la lificacién del mensaje blastoc{stico original. La do-

preciso de la decidua es desconocido.”
La decidua, de tdo a su localizsacién alrededor del conceptus, se ha clasificado

en tres tipos: basal o serotina, capsular o refleja y vera o parietal. La decidua que
esté directamente debajo del sitio de implantacién forma la decidua basal. Rodeando
al embrién y separdndolo del resto de la cavidad uterina en los primeros meses de

i6n cetd la decid lar, que ve produce como resultado de la implantacién
ofunda del tus h El testo del dtero en el embaraso estd limitado por la
Bacid jotal. A dida que el emb inda, el imiento del huevo llena




la cavidad uterina por lo que las deciduas capsular y parietal se fusionan, obliterando
la cavidad endometrial. La decidua basal se incorpora pasivamente en la formacién de
la placenta ya que es invadida extensamente por células gigantes trofobldsticas, por lo

que también es desprendida en el parto.}?

LA ETAPA DE INVASION

Uuna placentacién hemocorial presupone la exi ia de una idad migratoria o
invasiva de los tejidos embri enel de la impl ié
La invasividad es posible gracias a la capa de células foblésti en la perife

del blastociato. EIl trofoblasto ea una de las células conocidas més invasiva. Una de
las i id ias relaci da con esta ién eatd dada por el hecho de que

en dici ex la impl idn del huevo puede ocurrir por fucra de ia

cavidad uterina: el blastocisto logra invadir los tejidos de |a cAmara anterior del ojo,

do loa rifiones, de loe iculos, de 1a idad peri I, del higado y del baso. La

1 ién ectépica del blastacisto, en general, tiene un cardcter mucho més invasivo

que la implantacién en la cavidad uterina. Esto tltimo sugiere que la decidua podria

it sobre la idad invasora del trofoblasto.’

tener un papel li
Entre los antropoides, el trofoblasto con mayores poderes invasivoe pertenece al
blastocisto bumano.!*

La unién del trofoblasto al epitelio uterino es un fenémeno que ocurre en todas las

eapecies, inclusive en aguellas en donde no hay i ién del end: trio (implantacidn

epiteliocorial).

el fabl tra el

epitelio; en el humano las células trofobldstican se intercalan entre las células endome-

Una ves que el blastocisto se ha adherido al

triales hasta hacer contacto con la b basal. D te la i ién, la b
basal representa una barrera que detiene temporalmente el avance del trofoblasto.” E
trofoblasto inicialmente se une a la b yd és la d da para i la

invasién.
La unién del trofoblasto a la membrana basal es especifica: observaciones inmuno-

hist i utilisando i P ! Jes contra varias integrinas han indicado

Ia presencia de los heterodimeros a%3, y a®8,, que corresponden al receptor para lami-

a



nina y fib { pecti te, sobre la superficie de citotrofobl purificad
distribuyéndose a lo largo de placas de adhesién entre el sustrato y las células.??

Por otra parte, a partir de la década de loa 40°s, se propuso |a posibilidad de que ensi-
mas protoolfticas de origen fobléstico o uterino podrian intervenir d te el pen'odo

en que sc cfectiia la fase de invasién. Sin embargo, la participacidn de proteasas en
este evento ha sido escasamente documentada, En una visién retrospectiva de algunocs
trabajos que han sido publicados con este objetivo**'01h1? puede observarse que, ai
ae id en j ¥y en tid. 16gi existe una serie de acercamientos
progresivos que tratan de determinar la identidad de las moléculas invol das

En 1974, Dabich y Andazy, ante la inquictud por la existencia de un “factor inicia-
dor de la implantacién”™ con habilidades proteolitican en el ratén®, y ante In observacién

de que en el dtero de rata los inhibidores de actividad ensimética disminufan el dia

en quo se llevaba a cabo 1a impl i6n, d n que al ser aplicados inhibidores
de proteinasas sintéticos (L-1-tosylamido-2-phenylethy! chloromethyl ketona {TPCK]
y tosyl-L-lysine chloromethyl ketona (TLCK]) o les (inhibidor de tripsina pan-
credtico bésico) por medio de upa ién y/o alojando una cApaula de liberaciéd

lenta en una de las trompas del dtero bicornado del ratdn, el nimero de embriones im-

plantados ota casi nulo, “independicntemente dol dia de tratamiento d te ol period

de preimplantacién, Ia ruta de administracién de los inhibidores o la preparacién inhi-
bitoria usada”. No obstante, como ellos mismos apuntan “...no puede ser predicho de
estos estudios si la bioquimica normal del embrién, del dtero, del flufdo uterino o alguna
combinacién de &stas fue alternda!!

Btrickland ot &}, on 1976, uiilisando cultivos que contenian suero bovino fetal con
plasminégeno (o suero bovino fetal sin pl iné i do con plasminé

purificado) sobre una placa de agar-fibrina (con o sin marca radiactiva de *?*1), encon-
traron duccién de ivador de pl ind por determinacién de fibrinolisis (a

través de la visualisacién directa de sonas de lisis 0 por medio de la determinacién de

1a marca radiactiva iada con los péptidos liberados de 1a placa de agar-fibrina en ¢l
medio de cultivo) a partir del trofob) o de células endodérmicas parietales de blas-
tocistos de ratones. Como resaltan los autores, “...el patrén de produccién enzimética

por ei trofoblasto (del sexto al dia do ién) estd te corrcla-

3 4,

con ¢} periodo i ivo de estas células in vivo —que ocurre del sexto al décimo

9



dia de b e implica que ¢l activador del pl iné esté invol do en la

lantaciéi brionaria.” Sin emb . como ellos mi previ ,“.no
mos si los efectos del activador del plasminé en la embriogénesis sean diad
por la formacién de plasmina, o 8i puede producir efectos biolégi significati por

accién directa sobre otros sustratos.”!?

dol.

Més recientemente, Martin y Arias en 1082, utili do una similar &

la desarroliada por Strickand et al ', realisaron un estudi ivo de produccié

de activador de plasmindgeno entre células trofobldsticas humanas, células de corio-
i a BeWo y fibrobl de piel h y det i que sdlo las cdlulas

trofobldsticas humanas y las de coriacarcinoma eran capaces de sintetizar y liberar eata

ensima. La sectccién de) activador de pl ind, estuvo limitada a sélo 2 dias en

las céluias de trofobl yd te casi sicto dias (hasta el término del cultivo) con
un incremento constante en 1as células del coriocarcinoma. Ademés, sc descarté la

posibilidad de que 1a progesterona tuviera algin efecto modulador sobre la capacidad

de las células trofoblésticas y ias de cori i para producir ¢l activador del

plasminégeno.!

Fisher et ol (1985) utilisé una matriz extracelular marcada con tritio (*H), aislada
de las ineas celularee PF HRO y PYE-2, como sustrato do vollosidades torminales rami-

ficadas de placentas humanas de primero y segundo trimestre, an{ como de placentas a

término. En la matris se determind por medio de fluor a8, |a pr ia de

y de colégena tipo IV, que son componentes eapecificos de las membranas basales. En

1 Soi Noeidad:

esta forma obeervaron, utilisando mi fadelusy

1 que las
de pri y do tri tre se adberian répidamente a la matris, mientras que las
vellosidades de placentas a término mostraban poca adh ia. E ida not

que solamente en el material de primer trimestre se efectuaba migracién de células

trofoblésticas desde la superficie de las vellosidades sobre la matris, con disolucién

simulténea de ésta. La degradacidén de la matris fue fi da por un i en

la cantidad de radiactividad liberada en el medio (*H-1

)y porlad id

de componentes de bajo peso molecular cuando éste fue cromatografiado a través de

una columna de Sephadex G-50. La disolucién de la matris fue progresiva hasta el dia

21 del cultivo (término del experimento) y fue atribuible a células citotrofroblésticas.
De acuerdo con los autores. la disolucién focal gradual de la matris y la liberacién en el

10



medio de cultivo de componentes de bajo peso molecular marcados con leucina tritiada.

que ala mi ién trofobldstica, indica que 1a degradacién de la matriz por

parte de estas células “...es un proceso activo y no el resultado de una simple ruptura
© penetracidn mecdnica.” “Para que esto ocurra, estas células presumiblemente deben
producir una amplia variedad de proteasas y glicosidasas que estén degradando los
componentes de Ias dos matrices cxaminadas...”!®

Woessner (1882) ha seiialado que en Ja impl, i6n o nidacién del blastocisto, “...el

tejido conectivo del endometrio ofrece una barrera a Iz implantacién. Después de que el

blastocisto se adhiern a las células epitcliales, el trofoblasto en desarrollo debe penetrar

varias estr {agéni Ia b basal de la capa de células epiteliales,
las fibras colé del y ad icia alrededor do los vasos sanguineos a los
que tiene que t ¥ final te la L basal de la capa endotelial de los

vasos.”?® (Figura 4.)

Por 1a importancia que la coldgena tiene conto un elemento estructural que repre-

senta un obstdculo para que la i idn ocurea, ofi una descripcién de al,
propiedades fund lea do esta pi {na y del i imético por ¢l cual ae
ba determinado cdmo en varios tejidos de dif puede ser ida,

LA COLAGENA

La cold es la principal protef ! del tejido conectivo de los metasoa-
rios. La matris ext lular del tejido tivo es una unidad estructural que otorga

el soporte y mantiene la agrupacidén de las células que constituyen a todos los teji-
dos. La trascondencia evolutiva de la matris radica en que su aparicién contribuyd

significativameate al desarrollo de la pluricelularidad.®

La cold bl | trechas con los dife 1 de la matris
tales como it &cido hialurénico, olastina y otras gli H de locali-
sacién ingida como fib ina y lamini Sin embargo, la colégena constituye

el armasén de la matris al que se unen todos los demés integrantes.'®

Paralel te a sus funci estructurales, la matrix cuenta con atributos infor-
ionales que se ifi incipall te en las pri ctapas del desarrollo
ético de loo animal iendo la dife: iacién celular y “moldeando™ te-

11



COLAGENA RasGos
ANATOMICOS

Membrana basal

Estroma reticular

Adventicia vascular

—Estrato basal

Estroma colagénico —

—Miometrio

Figura 4. Estr en el "' io. La calfgena
s Ia protelna que forma el armazén de la matriz extracelular.” En e

* end io se localiza en jacién con algunos rasgos anatémicos que
deben ser librados por el trofoblasto en au afén por hacer contacto con
la circulacién sanguinea materna. (Tomada de Woessner, 1982.)




Jidos y érganos durante la morfogénesis.!®3¢

bund

13 .
La cold, es la prot més en los vertebrados superiores, ya que

constituye cerca del treinta por ciento de toda la proteina de su cuerpo.®>? Es una

. ' v oos

familia de proteinas estructurales que difi ei

perc que comparten la presencia de uno o varios d. triple helicoidal en los

que cada cadena exhibe una secuencia aminodcida donde se repite el triplete Gly-X-Y,

demds de los inodcidos hidroxiprolina e hidroxilisina.®3! (Figura 5.)

En la actualidad se han identificado trece tipos diferentes de coligenas 7031.26.37.38

(Tabla 1.)

La forma funci

| de estas prot H en el medio extracelular es un agregado

limérico insolubl

que, d: diendo del tipo de coldgena, se manifiesta como fibras,
hojas, microfibrillas y bandas de insercién cortas.? (Figura 6.)

Las caracteriaticas relativas a ln estructura, biosintesis y ensamblaje de los agregados
poliméricos en el medio extracelular se conoce con mayor claridad en las colégenas
intersticiales.

A grandes rasgos, las moléculas de las coldgenas fibrilares (Tipos I, Il y 111) parecen
bastoncitos que miden 300 nm de longitud y 1.4 nm de didmetro, con un peso molecular
de 300 KDa. Estén formadas por tres cad 1 idi 4a 1050 ino&cid

distribuldos en tripletes repetidos de sccuencia Gly-X-Y, donde X cs casi siempre

prolina y 1a posicién Y es da fi te por hidroxiproli; a. Las cadenas son

idas como cad a. Los iminoAcidos prolina ¢ hidroxiproli.:1 no permiten que

loe péptidos adopten una estructura globular. Cada cadena forma  .-a hélice enrollada

sobre ef misma de isquierda a derecha, con tres residuos por ve:uiia, mientras que las
tres cadenas se enrollan entre si formande una superhélice de derecha o isquierda. Eata

di ional la resistencia de las fibras a la tensién 24387

estructura tri
L.as cadenas o terminan en ambosa extremos con cortas sccuencias pobres en glicina y

en prolina, por lo que al integrarse en la molécula originan fragmentos sin configuracién

triple helicoidal. i doa telonéntid

La coldgena se sintetiza y se secreta como un precursor soluble, que se transforma

en insoluble al llegar a su destino en el Tul

d .

. [3 .
Las subunidades son construidas como prepr o en los unidos

al reticulo endoplasmatico rugoso. Una ves que los polipéptidos precursares inician el

12



PROCOLAGENA

PROPEPTIDO PROPEPTIDO
——NTERMINAL— ——————— COLAGENA - C-TERMINAL,
: s nem 1 €00 ) R TS

Glchac

Domiro Trple Hefcoldal ..

Dominio No Triple Helicoldal

Figura 5. Estructura y forma precursora de las coldgenas fibri-
Jares. La molécnla de colégena de los Tipos I, 11 y LIE es una proteina
alargads constitafda a partir de tres cadenas o que casi en toda su ex-
tenalén se enrollan ones con otras para formar un gran dominio triple
helicoldal, La porcién de las cadenas o que puede plegarse para for-
mar la triple hélice presenta una secuencia aminodcidn en que el triplete
Gly-X-Y se tepite consecutivamente. La colfgena es sintetizada como
un precursor soluble (procolégenn) que poace un dominio globular an
cada extremo, (Tomads de Pérez-Tamayo, 1931.)



i alan fculas cr do las b el péptido “sendl” es separado.
En e} interior de las cisternas, las p d a experi n varias difi
algunoe residuos de prolina y de lisina son hidroxilados por hidroxil pecifi

‘Tanto la prolil-hidroxilasa como la lisil hidroxilasa actian mientras no se enrosca lIa
triple hélice.™

Cuando tres procadenas a se uncn en cl seno de la cavidad del reticulo endo-

plasmético se forma una molécula de procold; M By laje de la molécula ini-

cia por la asociacidn dc las {res procadenas en sus extremnos C-terminales, a través

del establecimiento de enl disulfuro. Debido al pl i que experi ta
. los péptidoa durante la formacién de la triple hélice, la glicina ocupa el lumen de la
molécula. Una ves armada, ia procoldgena se compone por una porcién central triple
lobul

helicoidal extensa, limitada en loe dos extremos por d

éptidos N- y C-terminales 34330

cs idos como

La triple hélice se mantiene estable mediante la formacién de puentes de hidrégeno

hidedxil iducs de 4-hidroxiprolina de cad i m

de loe

entro los gerupoa
vecinas en ¢l mondémero,

El grupo hidroxilo del quinto dtomo de carbono de la hidroxilisina ea utilisado

14cul & 1 ilenlact i6

para incorporar a la los v gl que
es ciccutada por las ensi i il tranefe v glucosilgalactosil trasferasa, en
ol interior del fculo y del to de Golgi. La unién covalente de galactosa y
] ilgal hacen do ja cold una glicoproteina.!* Estos asticares son los que
permitird bl 1 entre las distint léculas de col4 que constituyen
una trama.?
Después de que esta serie de modificaci traducci les e int 1ul, ha

ocurrido, la molécula de procoldgena es exportada hacia el ambiente extracelular.

Luego de haber aido expuleadas de la célula, los dos propéptidos de las moléculas

de procolégena son atacados por las ensimas peptid de N. 14 vy id
de C- 14 M ¢ por las tal i de la matris del tipo 3%, con lo cual las
léculas se forman de aolubles en insolubles, concreténdose al fin la formacién

de los mondmeros de coldgena.
No se conoce aidn ¢l mecanismo por el que se originan las fibrillas en el espacio
extracelular. Por un lado, se cree que los ;mmondmeros se van agregando individual y

13
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progresi te n poll o8 tituidos provi Otra opinién es la de que dentro

de las vesiculas secretoras de I célula los mondmoros se retinen integrando fragmentos
W

de fibrillas, que son los que en lidad se i ¥ al ext lular & é
de haber sido convertidos de solubles en insolubles™
Las fibrillas son estabilizadas por uni I entre los 6 de cold-

gena. Estos enlaces son producidos a través de la desaminacidén oxidativa de grupos
€-amino (sexto carbono) de residuos de lisil y de hidroxilisil en las cadenas por la ensima
lisil oxidasa, para formar aldehidos. Los enlaces son formados entre los aldeh{dos de
las cadenas de una molécula y otros residuos lisina o hidroxilisina en moléculus vecinas.

Estos enlaces también ocurren entre las subunidades de una misma molécula.

La estabilidad de la fibrilla es reforsada por enl disulfuro entre los 6 08,38
Muchoa de los enl intermolecul se distribuyen en las regi tel {dicas.
La fibrilla de col4 es un 1, istalino en que unos mondémeroe se

unen con otros espontdneamente cabeza con cola y lado a lado en filas paralelas (au-
toensamblaje).

Las fibrillas muestran un bandeo transversal repetitivo que resulta del hecho de

que axial cada molécula es desplazad

de todas sus vecinas por 0, 1,2, 3,446 5

periodos de 67 nm, d inados D. Puesto que las moléculas de coldgena miden 300
nm, sdélo pueden comprender 4.4 periodos D, por lo que hay un hueco de 0.6 D entre
una molécula y la siguiente. Como resultado de este hueco, ¢l extremo N-terminal

de una molécula desfasada por un periado D sobrelapa el extremo C-terminal de otra

1écul iada lateral t

adlo por 27 nm, en lugar de por la total unidad repetida
de 67 nm. El metal pesado que se deposita en los “huecos” durante la tincidén negativa

band: o estriami de las fibrillas.

para microﬂcopl’a electrénica, forma las

(Figura 6.)

E} escalonamiento por periodos D maximisa las interacciones hidrofébicas y elec-

trostdticas entre las triples hélices.™
Las fibrillas, de igual forma. se reinen y constituyen una fibra.

Los genes de las coldgenas intersticiales de los vertebrados son copias Gnicas® que

. : . a
or n su dificad

60 exones, Ia mayoria de los

a en apr

cuales contiene 54 pares de bases (pb).

blad.

Se ha propuesto que el gene aucestral para coligena fue por dupli
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Figura 6. Agregados poliméricos extracelulares de las colége-
nas. Se¢ han identificado coatro ~structuras macromoleculares que son
especificas al tipo de coldgenn: i. la fibrilla, con su patrén de bandeo
caracterfstico, en los tipos intersticiales; ii. la r~d o membrana de la
coligena Tipo IV: iii, La microfibrilla, en el Tipo V1, y v, la banda de
insercién en la coligena Tipo VIL La descripcidn de ls eatroctara y del
tnsatblaje de estos polimervs estd en la tabla 1. La estructurs agregada
de los tipos de colagena restantes no ha sido identificada. Modificado
de Martin, ef ol 1985, y Piez, 1986.)



ciones midltiples dc esta unidad genética de 54 pb. Del mismo modo, se cree que ¢l exén
de 54 pb fuo construido a partir de un médulo primario de nueve pb que codificaba
para el triplete Gly-Pro~Pro por repeticién en tdndem, es decir, (GGTCCTCCT)s.
La formacién de un péptido formado por glicina y prolina de 18 aminodcidos fue im-
portante dobido a que probablemente contaba con la minima lougitud necesaria para

formar una estructura triple helicoidal estable®~¢37

La subsecuente repeticidn en tdndem de 13 segmentos de 54 pb para producir un

médulo terciario de 702 pb posibilité la formacién de un dominio con 234 aminodcid
j al fi to D de las cold fibril: de loa vertebrad

En e! {nterin, las secuencias del exén de 54 pb n por t
puntuales pero también, en algunos casos, por deleciones o adiciones de nueve pb o
miltiploas de nueve, ya que son as dnicas que pueden ser tolerndas para preservar la
continuidad de la triple bélice.””

La expreaién del médulo terciari: t te siguié dos vias: la mds inmediata

fue la conversidn de uno o més codones de glicina en codones para cisteinn, con lo que

e duj lipéptid de desarrollar tes disulfuro intermolecul

dando origen a un material estructural extracelular primitivo parecido a las redes de

14 brad

colégena Tipo [V de los vertebrados o a las de las de inver

bién pudo lifi cn tind hasta 5

veces. Posiblemente debido a que el producto de este genc era capas de formar fibras

El médulo terciario. por otro lado. t

con molécul lonadas, pero que pr ban “hoyos” cn todas las posiciones y, por

{o tanto, eran mecdnicamente débiles, el acortamiento de los genes de 5 a 4.4 médulos

terciari itié Ia for ién de fibras en que sonas “huecas” alternan con zonas de

. ¢ . . .
brelape, dnd asi la de las 33

En palabras de Runnegar (1985): “Fue la aparicién de esta clase de coldgenas fibri-
lares un poco antes de 800 millones de aiios lo que permitié a los animales multicelulres

desarrollar cuerpos més des y més resistent

Por lo tanto, es probable que todos los genea de coldgena gean homdlogos y que

las diferencias entre los varios tipos de coldgenas de vertebrados ¢ invertebrados sean

ducto de d Hoa diti b -

asudi

Mutaciones estructurales de los genes de colégena o alteraciones en alguno de los pa-

sos postraduccionales, as! como en la r lacién de la i6n de los mi d
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a varias patologias 303

EL CATABOLISMO DE LA COLAGENA EN VERTEBRADOS

Durante cl crecimiento y el desarrollo normales, asi como ¢n la reparacién de los teji-

.y : .
dos, tanto la b como el cataboli de la cold son dulad

cisién, 940,01

con pre-

La tasa media fraccional de recambio de las fibras de coldgena en algunos tejidos

de rata adulta ha sido determinada d és de la inyeccién de [''Cl-prolina junto con

una dosis excesiva (“flooding™) de prolina sin marca, evaluando la cantidad de hydroxy
["C]-prolina incorporada en la fibras de coldgena, libre o en péptidos pequefios. De este
modo, la fraccién de la masa total de colégena que eaté siendo sintetizsada y degradada
in vivo en ol steady-state es: en corasén, 5.2+0.7%/dla; en pulmén, 9.0+0.7%/dia; en
misculo esquelético, 2.240.3%/dia, y en piel, 4.431.3%/d{a.9? Ademés, se ha deter-

minado que las coldgenas recién sintetisadas son més rdpidamente degradadas, por lo

que la tasa de de estas cold es: en én, 5315%/dia; on pulmén,

3742%/d{n; en mdsculo esquelético, 38+756/dia, y en picl, 8.8+0.5%/d{a.*?

Gross ha seiialado aque el d telamiento de la coldgena debe de ser considerado

tomando como referencia diferentes clases de p bioldgi i. {ogénesia cons-

e delad

tructiva o for de estr nuevas y de estruct vicjas para

funciones diferentes; ii. reparacién o reemplaso de tejido en que una porcién grande
deba primero ser removida para que tgjido fresco llegue a establecerse —esta catogoria

concuerda con lo que ocurre durante la implantacién, donde tejido endometrial es

3 ido durante la i ién del trofoblast d un io que es ocupado por
1a placenta—; iii. destruccién de tejido indiscriminada, patolégica.*®

Las fibras de col at tura y pH fisiolégico son resistentes a ser degra-
dadas dentro del domini lecular helicoidal por 1 a de las prot neutras
comunes.*?

QGross y Lapiere en 1962, realisando estudios eobre la metamorfosis de anuros,
detectaron en medio de cultivo de tejidos de cola de renacuajo de la Rana catesbiana
(rana toro), un “factor” colagenolftico capax de degradar fibras de colégena nativa

truidas bajo dici depH y ¢t t fisioldgi 3% A partir de entonces,




un sinnd o de col han sido aieladas de una gran diversidad de tejidos y

especies animales, $4:48:48:47,40,49,60,51,87

Las colagenasas forman parte del grupo de las metaloproteinasas de la matrix

licad. delacid

(MMP) o matrixinas que son las principales ensimas i en la
de! tajido conectivo en procesos tales como la migracién celular durante el desarrollo.

la ién de las heridas, 1a ovulacién, la 3 is v la involucién del dtero post-

partum, o en situaciones patolégicas tales como la artritis reumatoide y la osteartritis,

la iodontitis o la i LYY lyla t4ntasi

Las matrixinas son una familia de ensimas que tienen actividad a pH neutro, con-

tienen Zn™ y requieren Ca?* para exhibir actividad total, son inhibidas por

quelantes pero no por inhibid para D i de serina, ci fna o aspdrtico y
tionen la habilidad para d dar uno a més tes de la matris extracelular, Al
menos MMP-1 (colagenana intersticial), MMP-2 (gelatinasa de 72 KDa) y MMP-3 (es-
lisina) son tadns en una forma de i inactiva o simé y d
ser activadas por tralamicnto con proteis o con or iales, sufriendo una

pérdida de 10 a 12 KDa en la masa molecular. Estas ensimas son sintetixadas por

células imati tales como fibroblastos y bién por ciertos tipos endoteliales
y opitoliales, asf como por células tumorales. Las matrixinas son inactivadas especi-
fi por los inhibid tisul de ] i {TIMP) producidos por
s mismas células. Las secuencias del cDNA de todas las metal i

)
gran homologa 33434

En-particular, las colagenasas intersticiales (MMP-1) son endo peptidasas que hi-
drolisan la triple hélice de la molécula de colégena nativa en un sclo enlace paptl'dico.
Giy-lle 0 Gly-Leu, on ol mismo lugar en las tres cadenas polipep\{dicu. a un cuarto
de distancia del extremo terminal COOH de las colagenas fibrilares, esto es, en las

posiciones TT5-7T76 de la i inodcida, lo que pr 1a lib ion de doe
productos de r idn: uno que ituye el 75% de la molécula, llamado TCA, y otro
que ndlo representa el 26%, el fragmento TCB 44463288 (Figura 7.) Excepcionalmente, las

] intersticial d 1a molécula de col4 tipo X en dos lugares:

i. et enlace Gly-Leu, residuos 142-143, v ii. ¢! enlace Gly-ile, residuos 470-471.

Al igual que otras matrixinas utilisan Ca?* extri; como activador y ter tabi
lisante de la confor ié in] de la molécula 27 y [3¢ Zn?* en su estructura.®
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Figura 7. Degradncidn especifica de In colégenn por colagennsa.
Las ccl&genu fibrilares son dmdldu en ¢l dominlo helicoidal por ara

neutra d que produce dos frag.
mentos: TC4, que representa el 5% de 1 longitud de la molécala, y
TC?, que comprende el 25% faltante. A temperatura corpon.l estos fnz-
mentos se desuaturnlizan esp ¥ son porp
inespecificas. {Segdn Woolley, 1984.)




Las colagenasas pertenecen al grupo de las glicoptoteinas, como ha sido demostrado

por su habilidad para unirse a lina A d te cr tografia de afinidad*®** o

por exhibir tincién con el reactivo dcido periédico de Schiff*?, Operan significativamente
mejor a temperatura fisioldgica® y sobre el rango de pH neutro de 7.0-8.0,43.44,83,80,89,60

Loa pesos molecul de las col t icial 1 te caen dentro del rango
de 30 KDa a 80 KDa.* (Algunos ej los de pesos molecul determinadose por elec-
troforesis en gel de SDS-poliacrilamida o por fia de fl ién on gel son:

colagenssa de riién de ratat?, 16 500; de liquido sinovial humano®, 25 000 y 30 000;
de piel de cobayo®?, 40 000 y 130 000; de teiido einovial de cerdo®®, 44 000; de piel
humanatt, 42 000 y 52 000; de células sinoviales de conejo'’, 49 000; de células tu-

metastisicas de ino*®, 60 000; de leucocitos neutrofilos polimorfonucleares
humanoae'**®, 64 000-68 000; de conjuntiva de conejo®!, 65 000; de aleta de cola de
renacuajo**, 100 000.)

Eatructural te las col intersticiales estdn int das por 5 dominios que

1y

con otros de la familia de las matrixinas. (Figura 8.)

Ademés de su idad para hidroli: la molécula de cold nativa, al

1 " idad 11 1ati

con sobre y sobre otros sustratos
naturales o sintéticos, pero ésia es realisada a una tasa mucho miés lenta que la mostrada
sobre su sustrato especifico.54425 Una observacién que corrobora este comportamiento
utilizsando col. de fibrobl, h donde la K. medida

para colégena nativa es menor Que para las cadenas de gelatina al(l) ¥ a2(l), lo que

ha sido producid:

indica que la ensima demuestra mayor afinidad por la estructura triple helicoidat de 1a

molécula nativa.®

Por medio de tincién i b di de t de car i
en cobayo con un i po policl { anti-col: se determind que la colagenasa
se localisa in sitw primordial iada a las fibras de coldgena.®*

Esta i no es al da en el i ior de las células, excepto en los leucocitos
neutréfilos poli fe 1 b donde se ti Ibergada en los grédnul

especificost®, sino que es necesaria sintesis de novo para su produccién-secrecién. En
fibroblastos sinoviales de conejo se ha determinado sn witro que el tiempo que la co-
{agenasa ocupa mientras es sintetisada es de 15 min y el que es consumido hasta su

liberacién al medio es de 35 min.**
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Figura 8. Dominios estructurales de las matrixines de origen hu-
mano Las cajas representan regiones de aimilitudes aminobcidus entre los
varios miembros de Ia familia de Jas matrixinas, El ndmero de residuos
aminécidos es mostrado dentro de cada dominio. El dominio pre es ¢l do-
mminio del péptido sedal. El dominio pro es dividido cuando la enzima e
convertida a I forma activa y contiene Ia. uzcncncu altamente conservads
PROGVPDYV. Se cree que el reaiduo de cisteina juega un papel mn:ml
en el mutenimlenln de In enzima en forma latente. La regién catalitica
eotd constituida por ¢l dominio de la enzima sctiva y et dominio de unién
al zine; éste ltimo contiene la secuencia concenso altamente conservads
Ala-Ala-His-Glu-hidrofébico-Gly- His. Se piensa que los dos residuos de
histidina estdn involucrados en 1a unién al Za. El dominio de tipo fi-
droneeting es similar al dominio de unién a colégena de In fibronecting; se
cree que facilita Ia unidn de Jus dos gelatinnsas a sus sustratos. El dominio
de tipo eoldgena tiene similitud de secnencia n la cadena aj de Ja coldgens
tipo V; su fuc:ﬂu e daconocidn. El dominio de tipo Aemopezina se cree

que ayuds o d

pecificidnd de) (Segin M

1990, y Woessner, Jr., 1991 )



. Las célulaa con potencial para liberar colagenasa pueden ser inducidas in sitw para

ducirla en d idades con criatales de urato'’, acetato de forbol miristato®

o heparina*® Por otra parte, macréfagos peritoneales de cobayo han sido estimulados in

#itw con car para que in vitro 47

La produccién de colagenasa por una linea celular pusde ser modificada por otra
estirpe que no sintctisa Ia ensima o lo hace en muy poca cantidad cuando se cultivan
simultdneamente, es decir, un tipo celular libera un factor que estimula o inhibe Ia
wecrecién de colagenasa por el otro tipo.****® Para que el modulador y la colagenass

sean liberados ae requicre de un inductor adicional como la citocalasina B en la mez-

cla de células epitcliales-estromalea de la cérnea de conejo®, o bien, 1gG agregada,

fragmentos Fcde I1gG o lina A en el 1ti 7 i slul
sinoviales de pacientes con artritia roumatoide®, que han sido analogados con estimulos

ambientales o internoe que d d: Ia sf) is de col in situ an los tqjidos

de los vertebrados.

Ademés de las i i ful fact humorales tales como hormonas,
prostaglandinas, proteinas y mensajerca int tul gulan la produccién de colag
nasa por varias célul fe Por «j lo, la activacién de macréfagos peritoneales
de cobayo con lipoli id d a un en Ia sintesia de prostaglandi

que, por su parte, produce una elevacién del nivel intracelular de cAMP que promueve
ia mecrecién de colagenara.™

Loe factorea que hasta el momento se ha descrito que inducen y/o estimulan, o bien
inhiben la produccién de colagenasa estdn colocados en la Tabla 2.

Se ha det inado que la imulacién de la af) is de col #a in vilro cs

paiiada por un en la ol is del RNA meneajero, por lo que se ha

L do que Ia lacién de la expresién de esta ensima ocurre al nivel de la trans-

cripcién. En una regién rio arriba del extromo 5’ del cDNA genémico para la
humana estd localisada Ia unidad de resp a forbol y (TORU), integrad
por el elemento de respuesta a forbol (TRE), el sitio de unién AP-1 y el sitio de unién
PEAS3, que fan la produccién de la i Al fact de imiento y pro-
t det imulan la for ién de los productos prot énicos c-Jun y

c-Fos, que se unen ontre of por medio del mecanismo de cierre de leucina para originar

Ia pmte:nn activadora AP-1. Esta proteina actia como un factor de trascripcidn con~
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TABLA 2

FACTORES QUE INDUCEN{ESTIMULAN
LA PRODUCCION DE COLAGENASA

FACTORES QUE ACTUAN EN LA AGENTES FISICOS QUE ACTUAN

SUPERFICIE DE LAS CELULAS
lonéforo de calcio A23187

Fusién celular

‘Tipos de colédgena en ¢l sustrato

Concanavalina A
Cristales

Urato

Hidroziapatita

Piroforfato de ealeio
Anticuerpo anti-integrina
Hierro
Fagocitosis
Polihidroxietilmetacrilato

AGENTES QuUIMICOS
AMP ciclico
Colchicina
Citocalasina B, D
Lipopolisacdrido
Mitomicina C
Pentoxifilina
Diesteres forbol
Prostaglandina E

Trifluoperasina

SOBRE LA CELULA
Choque térmico
Ireadiacién UV

CITOCINAS /[FACTORES DE CRECIMIENTO
Factor de crecimiento epidérmico

Factor de crecimiento fibrobléstico b
Interferones o, 8, v

Interleucina la, 8

Factor de crecimiento derivado de plaquetas

Factor de necrosis tumoral a

OTROS
Translc ién viral,

Agentes autocrinoa

E jecimi de fibrobl

FACTORES REPRESIVOS

Acido retinoico

" Glucocorticoides

Gene E1A del adenovirus-5
Estrégeno
Progesterona

Factor de crecimiento transformante 3

Tomada d¢ Woesener, Jr. J, 1891
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tactando a TRE/AP-1. Nuevc pares de bases tio arriba de AP-1 se jocalisa e) sitio de

3

unién para el factor de trascripcidn PEA3: ceta proteina actia ainergloti te con

AP-1d és de la induccién de col a por los factores de crecimiento o forbof **%!

Una ves que se ha generado el RNA mensajero. la colagenasa es iraducida en los
polisomas como una sola cadena polipcpl{dicn en forma de preprocnsima que pierde
ou péptido “sefial” al ingresar a las {cu) i les, donde 1a ima que

p
resulta es glicosilada con oli Aridos 47.68

Se cree que muy poca colagenasa activa estd libre en el tejido durante el remodelado
fisioldgico*’, debido a que e liberada en forma latente!®$7%0.7 (aunque sc ha reportado
que fi imulados con car ina liberaran una colagenasa activa®’) o ha
sido bloquenda por inhibidores libres en el tejido (p. €j. TIMP), formando un complejo

ensima-inhibidor,6.87.72.73

Se ha propuesto el modelo del “switch™ de cisteina para licar el i de

activacién del precursor inactivo o simégeno (procolagennsa).”™

En este modelo se hace la suposicié

de que el dominio pro del zimdgeno se pliega de
tel modo que el grupo sulfhidrilo de la cisteina en la regién conservada PRCT*GVPDV
esth coordinado al Atomo de sinc en el centro activo pars mantener Ia latencia de ln
ensima. Sin embargo, debido a que Ia colagenasa de fibroblastos humanos (HFC) nunca
ha sido sielade totalmente latente (mds alla del 95%%), se cree que el precursor inactivo
existe en equilibrio con una pequeiia fraccién de enzima activa en que la Cys™ esth
disaciada del sinc.

La colagenasa latente puede ser activada por varias maneras (Tabla 3). Las bases

para esas ivaci es 1a disociacién de In Cya’™ del dtomo de zinc en el sitio activo
y su remplasamicnto por ngua, con la concomitante cxposicidn del sitio active. La
disociacién de la Cys™ del 4tomo de sinc en la enzima latente “switches” el papel del
sinc de unc no catalitico a uno catalitico.

El residuc de Cys™ es completamente liberado por pérdida pmleol‘ticu del dominio

pro d &s de activacié tolftica, o ivacién por tripsina u otras proteasas. Esta
disociacién también puede i por t trépi tales como NaSCN o
surfactantes tales como SDS, que cstabilisan conformaciones de la proteina en que la

Cys™ es eapacialmente remavida del Atomo de zinc en ¢l sitio activo.
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TABLA 3

ACTIVADORES DE LA COLAGENASA

PROTEASAS
Proteasas de serina
m”",‘nl‘,ll.ll
Quimiotripsing®®
Plasmina™*?
Kalikreina®®?
Proteasas lisosomales
Catepsina G*
Catepsina B
Metaloproteinasas

Estromelisina™

PERTURB. CONFORMACIONALES

REACCIGN CON SULFHIDRILO
Organomercuriales

4-cloromercuribensoato (PCMB 10598381

Acetato §-aminofenilmercdrico (APMA 203573

Mersalip™*s

p-hidrozimercuribensoato (PHMB %
Disulfuros

Glutation oxidado (GSSG)*®

Acido 8,5"-ditiobia(2-nitrobensoico) (DTNB)™
Alquilantes

N-etilmaleisnida (NEM)™
Sales de Au(l)

Tiomalato sddico auraso (GST)»5

Isotiocianato de sodio’43° Tioglucosa aurosa (GTG)*
SDs* Oxidantes
Acido hipocloross (HOCIP?
VARIOS Hipoelorito sddico (NaOCI)™
Autdhais’®
Los que con el sulfhidrilo aparentemente modifican este

residuc de cisteina durante los

t diend,

itoril disociado del

en que es t

idn y biando el equilibrio a la forma

&tomo de sinc, asf i

activa por accibn de masas. De este modo se cree que la liberacion de la Cys™ de su

enlace al 4tomo de sinc con la consecuente formacién de un sitio activo es el evento

primario que precede a las divisiones

4 HY iRest 1

que se ée do la

aparicién de Ia actividad colagenolitica.” (Figura 9.)

La participacién de

i en la activacién del pre-

cursor se observa con mayor claridad si sc

o de Q!

id la ia de la col de
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Ro(18), Ru{1) MgsBoates
Disuifuros

Cys"=SN

Rutolisls
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Protectlsls Oxidaates
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Figura 9. El modelo del “switch™ de cisteina. En la procolagenasa =1 &toma d« zinc del
centro actlvo esté coordinado con el grapo sulfhidrilo de la Cyl"’ para mantener [a latencia
de la enzima. Loa activadores (Tubla 3) f: Ia iacidn de la Cys™ del dtomo de
zinc, de tal modo que el zinc putde ahora actaar vomo catalizader. M4s tarde ocurren
upa o varias divisiones auntocataliticas con lo cual la colagenasa alcanza su estado 4 mayor
actividad. (Modificado de Springmaa et al, 1990)




¢

fibroblastos r toides h Irededor de la cist conservada:

EBKRRNS...E®TLKVMQPRCPGVPDVAQYFVLTEG

i

12 3 4 567

Proteasas de scrina tales como la kalikreina efectian una primera escisién a la

id

derecha de Arg® o Arg™: tripsina y pl ina cortan en la 2. Con esta digestidn

ind id

ne fici tidad de péptido para que la cisteina ya no

en estrecha aposicién al dlomo de zinc, por lo Que el centro activo llega a estar expuesto

o

y produce un ataque aut talit en la icién 3. La col que se origina estd

ahora activa, pero no del todo. La méxima actividad es alcansada sélo después de
que ocurre unn hidrélisis adicional mas alld del residuo de Cys™ en la posicién 8, que
expone un grupo Phe NHi-lerminal. Esta escisién es producida sdlo por estromelisina

(MMP.3), que por csta razén se idera como una i de suma importancia en

la activacidn de la colagenasa in vivo.

Una activacién alternativa de la ensima con APMA o con agentes caotrépicos causa

que la cisteina llegue a disocinrse del sinc y la col a ent oe hidrolice por si

misma en la posicién 4. La incubacién prolongada con APMA conduce a una autélisis

intsrmolecular adicional con hidrélisis en las ici 6y 7. Sin emb, dar i6
de Ia Phe*! resulta en una ensima con sélo 40% de actividad méxima. Por lo tanto,
hasta el momento la estromelisina preduce la forma de colagenasa con la mdés alta

actividad copecifica 787

En las células de) ascitis de Ehrlich la activacién de Ia procolagenasa ocurre cn la

superficie de las mi por una neutra ida a tripsina (TLNP),”” aunque

ésta puede lograrse en ¢l medio extracelular como en el caso del simégeno secretado

por las células del i de seno h que es activado por ¢l sistema activador
de plasminégeno-plasmina.™
El simégeno de |a colagenasa de aleta de cola de renacuajo no sc une a coldgena ni la

degtada. pero la activacion descubre ambas iedades.‘* En bio, la p | as

de hueso de ratén si se adhiere a coldgena (aunque en menor grado que la ensima
activa), por lo que se ha sugerido que presenta sitios de unién al sustrato que difieren

del sitio catalitico, Por estc motivo sc ha expuesto la idea de que Ia cngima pucde ser
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almacenada extracelularmente en su estado latente sobre las fibras de coligena.™

Por otra parte, se han descrito dose principales fuentes naturales de actividad inhi-
bitoria: los inhibidores del plasnia del sistema vascular como a;-macroglobulina™ y 8-
anticolagenasa’, y aquellos producidos por ciertas células para controlar la actividad
local de Ia enzimat®?2738) como la familia de los inhibidores tisulares de metalopso-
teinasas (TIMP), TIMP-1 es una familia do glicopmte{nnn con un pesc molecular de
28.5 KDa. que forman un complejo estequiométrico 1:1 con la colagenasa intersticial y
con las matrixinas del grupo 3. Esta unidn es reversible y de gran afinidad (Kp = 10-10
M).™ La col tipo IV (gelati de 72 KDa) es inhibida por otro miembro de ia
familin denominado TIMP-2, que comparte el 38% de homologia con TIMP-1.824 Un
inhibidor parecido a TIMP (LIMP) de 76 KDa, secretado por fibroblastos en cultivo,
puede unirse a las MMPs 1, 2 y 3.3

Los compuesios quimicos quc quelan Ca* (EDTA y EGTA, entre otros) son utiliza-
don sradicionalmente en cnsayos cn tubo de inhibicién deo actividad colagenolitica con
gran éxito. Recientemente se han elaborado inhibidores sintéticos tales como el SC-
40827, un péptido Leu-Tyr modificado con una funcién propil carboxy en el lado amino
de 1a leucina, que fueron elaborados con el propdsito de inhibir procesos patolégicos

tales como mictéstasis y ostcorriritie.®

Los plejos ensima-inhibidor no se unen a coldgena®®

Se ha lado que la activacién de los lejos i inhibidor puede ocursir

gracias a una reaccidn de intercambio tiol/disulfuro, por lo que in vive la activacién
puede ser regulada por el potencial redox en el medio®
No obetante, existe oira opinién sobre las ensimas latentes que plantea que las

colagenasas que ya han cumplido con su funcién son binades con un inhibidor para

ser removidas de! tejido™, 1o que obviaria in necesidad de roactivar el complejo.
Debido a que en el teiido conectivo practicamente la mayor cantidad de coligenn

esth presente como fibras de coligena polimérica,®® se ha propuesto la hipdtesis de que

un sistema multicnsimético es requerido para degradarlas. A éstc se le ha dado el

. .
nombre de aist \ i 32428898 Abundando al to, una proteasa neutra

atacaria a las 1éculas de cold que se locali

en la superficie de la fibea, en

sus extremos amino y carboxilo, separando a los telopdptidos (que mantienea unidas

1aent

1 V] te & dos ) da la triple hélice, por lo que cote dominio podria
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abandonar la fibra como una cntidad aislada. Los monémeros solubles serian en-

dad 6 % 1

tonces deg: en dos frag| que sc d

4t

por la

liverid

ralisarian espontaneamente, que bajo este estado sicndo por pro-
teasas inespecificas. Asl sc permitit{a ¢] acceso de eate conjunto armdnico de protensas
al interior de Ia fibra, en donde de nuevo liberarfan y degradarian a otras moléculas de
coldgena hasta terminar con la fibra. La degradacién por colagenasa de la triple hélice

de coligena es considerada el paso limitante durante la colagendlisin.

Como evidencia de ensimas que escinden telopéptidos estdn la proteasa neutra de
1 i li fc L hu B yla 1 tei de hueso de conejo.*” La
telopeptidasa (MMP-4) de fibroblastos gingivales h r el C-telopéptido de

la cadena o1 de la colégena tipo 1'%

Los péptidos desnaturalizados pucden ser degradados por proleasas ncutras™, ge-
latinasas'®®” o catepsinas.'®

Algunos tipoe de coligena pueden scr atacados por proteasas de serina. La colégena

tipo 111 es digerida if por la elast de leucocitos polimorfanucleares
humanos haciendo un corte a través de [a triple hélice, en un enlace lle~Thr localisado
4 residuos hacia el extremo carboxilo del sitio de divisién de la colagenasa.’®? Ante la
posibilidad de que este tipo de coligena también pueda ser hidrolizsado por tripsina,
fue incubada cold Tipo 1 simulta te con i imol de
colagenasa o tripsina con lo que pudo evaluarse que la degradacidn del sustrato por

colagenasa fue de 500 a 1000 veces mas rdpida que con tripsina, por lo que ha sido
descartado que esta proteinasa actiic durante el recambio fisioldgico de coldgena en la
matriz extracelular.

En el dtero de rata en involucién, particularmente, se han observado macréfagos

1 14

cit

que ticn \lenas de fi o8 de fibras de coldgena (iden-
tificndos por el bandeo caracteristico), en ias que se comprobd actividad de fosfatnsna,
de lo cual fue atribuido a las hidrolasas dcidas un papel activo en la renbsorcién de
coldgena .t

Adicional te. en las ensi ti il tepsina Bl y catepsi 1 HY

se ha identificado la propiedad de atacar coldgena nativa soluble e insoluble (polimérica)

a un pH 4cido de 3.5, que sigue un pairdén sinergético do las dos int

la muestra de ensayo.'%t
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De éstoa y de otros datos sc ha elaborado una via alternativa de degradacién de

£, it

colégena, intracelular, que involucra fag is y digeatid

por i T |

Sin embargo, ha sido puntualisada la nccesidad de degradacién extracclular parcial de
las fibras de colégena, que produsca fragmentos de un tamaiio adecuado que puedan
ser ingeridos por las células. (Figura 10.) Por otra parte, se ha sugerido que moléculas
de procoldgena pueden ser digeridas intracelularmente antes de que sean secretadas de

la célula,to¢

Lad dacié {fica de 1a cold por las col inst iciales d. d

do un conjunto de caracteristicas que 4un no eon plenamente identificadas, pero que

aparentemente estdn centradns en la {écula de cold Las liaridades de la

regidn susceptible a colagenasa son: i. unn i inoécid {nima Gly-[lle o Leu)-

[Ala o Leu)*®, ii, una baja estabilidad helicoidal como ia de un reducid
] de iminodcidos,'%? y posibl ifi. ln ad ién de una estructura secundaria

enpecifica distinta de la triple hélice.®?

Las colégenasas insterticiales atacan vinicamente los tipos de coldgena |, 11, 111, VI y
X, aunque también muestran actividad sobre las gelatinas. Varios tipos de coldgena son
degradados por diferentes miembros de la familia del gene de la colagenasa, que también

muestran actividad sobre otros componentes de la matris. Ademads, las coldgenas con

d no triple helicoidal den ser degradadana por prot inesp {ficas.s3.8083
{Tabla 4.)

En breve, el catabolismo de 1a coldgena o colagendélisis es regulado en miiltiples eta-
pas desde la trascripcién de mRNA col hasta la inhibicién de la ensima activa
on el tejido. Estas incluyen: i. bioel de p: | (incluyendo induccién y
procesamiento del las formas precursoras), ii. tamiento y ién de pro-

! iii. ivacién del simé iv. int i 14 )} y v.

inhibicién de colagenasa.

Cualquier desequilibrio en la regulacidn de alguna de estas etapas puede proyectarse
como una alteracién patolégica del tejido conectivo, 9

“

Con una visién pragmatica Woolley (1984) sefiala que “...debido a {as variaciones

on Ia quimica de las col de vertebrad no es posible usar un sélo método de

purificacién para todas las ensimas,” %!
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EXTRACELULAR

Colagenasa
Elastasa

Catepsina G
Proteinasa Neutra

Figura 10. El bolismo de h 14
queluml(gvnm' dad 1! béai

bl por otras . o bien, intrace-
lnlarmente, por ¢l sistema de enzimas lisceomales. Sin embargo,
en esta scgurds alternativa sparentemente es pecesaria nna diges-
1ién extracelular parcial de las fibrillas que produzes fragmentos
con un tamado lo suficientemete pequeio para que puedan ser
{agocitados por lzs célalas. La colagenass es el candidato méa
adecnado para camplir esta fancidn. (Tomado de Woolley, 1884)
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TABLA 4. NOMENCLATURA Y SUSTRATOS NATURALES DE LAS METALOPROTEINASAS DE LA MATRIZ®

Grupos Noabres e las enzines Hasa colecun, Da Sutrmos de la etz
\ Colagenasa intersticial 52 DRautigL COIEAns 29 06 Lpos L, 11, 1, Vi, X
MMP-1 (EC344.7) (3752 L
Colaenass 63 VRrLeDIg0s (a2 A Ganting
Cotaganasy de ADrOdiAstos 24 Wodifiessy
Colagenasa de neutréfilos 53 Dadutiaa Conganas b, W1
MMP-8 B Lww
8 Adm
] Gelatinass de 72 KDa 72 Dt Gt tipo
Mup-2 72 Laen Cougenus v,V Vi X
Congenan Upo v 113 Anmn Fioioneciing, dlasting
Galatinass de 52 KDa 20 Drauciay Gonttnasy, v
WMP-3 92 Seeum Coligenys v, V
Cotaganan Upo v L3 Aah
w Estromatising s2  Dedutis Proteogiieano, pretalns da ution
MMP-3 (EC 34.2447) {8057 Swcrataos FIDIONACLNS, ;amining
Traoend (50)j48 Ay Gantina |, 1, W,V
PIowagicaniss i ATV Colggenae W, v, v, IX.
Activagor 49 procoiaganaas Papliacs do procolIgang
Protatna 1civigora 4 colgenass ATV proceingenisy
‘DAl AIZORLION g0 asling
Estromalisine-2 3 Dodwdidy Gl |, 0, v, v
MWP-10 3 Secratady DXL 20010 COMganas MY, IV Y
Transine2 A7 Attiva.
28 Acuive ACUva protolagenisy
Fipronacting
Metaloproteinass uterina 28 Dedutiaa Gantieas L, W, v, v
MmP-7 W Sl Protecgiicaro
Pump-1 2013 A Fitronecting
AN procoganaty

“Ealn tabla prosenta loe nosbves reconendados pers las setnxnes y sus ncnmos Loe pescs oo eculares comesponcien
dedvado a porir del DA (s of peplido scid), a la forma eccrelada (vande gheoedads) y la forza scaa 1o foraos). Lae formae
nence abuxdimtos eatin entre paréntess. (Tcaada de Woesner, Jr. 1951)



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La impl ién del blastocisto en un evento biolégico fundamental para la perpetua-

g .

cién dec los euterios sobre la Tierra. A pesar de su t el

é que rgen p iendo Ia i ién (ntima entre

sobre el conjunto de f

el concepto y el titero es fragmentario. Una de las ctapas en las que se acentiia la

b d

escaces de informacidn es en la de i : se ducid.

como es i loe
moleculares que permiten al concepto incrustarse en ¢l endometrio, y el control al que
estd sometida para que ocurra exclusivamente en un intervalo de tiempo definido, por

los més evid. ... La ia de datos sobre la invasién blastocistica en

dent t ‘

el humano es sorp

Es un luger comidn atribuir a proteinasas un papel esencial durante la invasién.

01113 Lag ensimas proteoliticas con capacidad de disolver a las membranas basales
son secretadas aparentemente por células citotrofobésticas.'® Sin embnrgo. no se han
identificado especies moleculares ni se ha elaborado un esquema que explique cémo
estas ensimas logran digerit los clementos de 1a matris extracelular del endometrio.

dieid

También es una ar a la metédstasis cancerosa con la fase invasiva

Py

de la implantacién.?*? La ién es juatificada: ambos fc manifiestan

una proliferacién celular intensa y migracidnm activa de sus células dentro de los tejidos

adyacentes. Por supuesto, la invasidn de las células es i labl

Algunas células t fes metastési d 1 4% que se son
utilisadas d te la i i6 do las células deben atravesar la membrana basal
que limita el estroma de un teiido, los estructurales del est y
ia membrana basal de la pared de los vasos i d te la i i
extravasacidn,!o%108.107

En este trabajo se estudia el i lecular que utilisa el trofoblasto humano
pata penetrar la pared uterina. Se propone que la fase i iva de la impl i

1 ria d de de la idad del trofob) para d dar loa de

ia matrixs extracelular del endometrio mediante la sintesis de proteasas eapecl’ﬁca.,
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OBJETIVO

i

indas al

0

1

Identificar y aislar protet con
utilizando tejidos placentarios humanos.
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Materiales y métodos

HOMOGENADOS DE PLACENTA

Se utilisaron cuatro placentas humanas normales a término que se colectaron en el Ineti-

tuto Naci 1 de Perinatologia. De las pl tas se separaron las vellosidades coridnicas

que se desmenusaron en fragmentos de aproximadamente 0.5 cm®. Cien gramos de frag-

mentos de vellosidades se sumergieron en 250 ml de Solucién Salina Bal da de Hank
(HBSS) con agitacién suave durante 5 minutos. La suspensién se centrifugdé a 1 000 g
se d hé. Este p dimi de lavado

se realisé dies veces con cada ¢ Los fr se | isaron en HBSS

dant

durante 5 minutos a 4 °C: el sobr

con un Polytron. El homogenado se centrifugé a 2 500 g durante 30 minutos a 4 °C; al

b dante s le d. ind primer sobrenadanie de A do. La | isacid

¥ centrifugacidn se repitid en dos ocasiones més (en las mismas condiciones) con el
precipitado, por lo que en total se obtuvieron tres sobrenadantes de homogenados. En
cada sobrenadante de homogenado se hizo la determinacién de actividad colagenolitica

por el método de Terato y Nagai.!®

Fracci iento de h dos de placenta

El fraccionamiento se hiso a partir del primer sob dante de h do que

se centrifugé a 7 500 g durante 1 h. El sobrenadante obtenido e dialisé contra un
amortiguador de Tris 0.05 M pH 7.4 con CaCl; 0.005 M, NaCl 0.15 M y NaN, 0.02%
(amortiguador de Tris-HCl pH 7.4). El sobr J dialisado fue ipitado por

Py

salado con sulfato de amonio al 20% y 60% de sat Los precipitados se colectaron

lubili d

aron en cl an

por centrifugacién a 2 500 g durante 30 minutos, sc

de Tris-HCI pH 7.4 y se examinaron para deteccién de actividad colagenolitica por los

métodos de Terato y Nagai'®* y por ¢l de actividad sobre un péptido sintético.!o®

Activacidn con isotiocianato de sodio

l.as fracciones del sobrenadante de homogenado al 20% y 60% de saturacién se

dialisaron contra isotiocianato de sodio 3 M en el amortiguador de Tris-HCI pH 74, y

BiR W M
R B 1k B

29

DEgE

MTEY



luego e dialisaron contra el mismo amortiguador sin isotiocianato de sodio. También

con eotas muestras se realisé determinacién de actividad colagenolitica.

EXTRACTOS DE CELULAS AISLADAS DE PLACENTA

E) aislami de células trofoblasti se realisé con algunas modificaciones al método

de Cotte.** De once p! tas h normales de doy tercer tri tre un frag-

mento de vellosidades coridnicas de 10 g se cortd en trocitos de 1-2 mm® que se lavaron
exhaustivamente con HBSS. Los {ragmentos ae colocaron en frascos de tripsinisacién
(constitufdos por cuatro paredes con superficics planas) que contenfan tripsinn disuel-
ta en HBSS al 0.0625%, con agitacién durante 45 min a temperatura ambiente. El
tripoinisndo se hixo pasar a través de cuatro capas de gasa y el lquido filtrado so cen-
trifugé en tuboe cénicos de centrifuga a 1000 g duranie b min. El sobrenadante sc
descartéd y el botén celular se resuspendié en HBSS y de nuevo se centrifugé; esic

proceso se llevé a cabo en dos ocasiones mds. El teiido que no atravesd la gasa se

colocd de nuevo en tripsina d te 1 h y se tid a los dimi d
Los b lul bienidos de la pri y segunda tripsinisaci se
¥ #e solubilisaron en HBSS.

Las célul btonidas se i por mi {a Sptica para valorar el rendi-

miento, la pureza y la viabilidad (a través de la exclusién del colorante asul de tripdn).

También se loré la p ia de actividad eoh;ennll'lica cn las células intactas y
en extractos de ellas que se obtuvieron colocando células en Tritén X-100 al 0.1% en el
amortiguador de Tris-HC! pH 7.4. durante 2 min. a temperatura ambiente. El ensayo
de actividad colagenolitica se realizsé por el método de Terato y Nagail® con alicuatas

¢

de 20 ul que t una equivalente a 1000 - 10 000 células.

Ruptura de las células aisladas de placenta por ¢ fami d |

Un método alternativo para la ruptura de las células trofoblésticas purificadas fue

el lami vd lami. tepetidos en tres ocasiones del botén cclular en
HBSS. El lami se iguié tiendo las células a -70 °C durante 10 min.
Los lisados celulares se centrifugaron a 10 000 g por 5 min; ¢l sobrenadante se filtrd

con una membrana millipore de 0.22 gm mient que ¢l ipitado ae didé
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en ¢l amortiguador de Trie-HCl pH 7.4, Tanto ¢l precipitado solubilisado como ¢l

sobrenadante filtrado se ] para det inacién de actividad colagenolitica. En

esta nerie de ensayos se utilisaron como controles el precipitado y el sobrenadante
btenidos por lamiento-d tamiento disueltos en Tritén X-100 al 0.1% en el
amortiguador de Tris-HCI pH 7.4,

S . ¢ .
La deter én de la tidad de pr en los dife h d fr

y extractos de células aisladas de placenta se realisé por el método de Bradford.''?

ENSAYOS ENZIMATICOS

Para efect las determi i de actividad mlngenolhiu se utilisaron dos pro-

cedimientos:
ACTIVIDAD SOBRE COLAGENA RADIACTIVA

El método de Terato y Nagai!® utiliza como sustrato coldgena con marca radiactiva.
Para obtener el sustrato se purificd coldgena Tipo | de placenta humana a término con
el método de Miller''?, que utilisa pepsina para su extraccién y dcido acético 0.5 M para
Ia solubilizacién, seguida por numerosas precipitaciones con sales. La acctilacién de la
coldgena se hizo por medio de la técnica de Lefevre ef al''*, que consiste en agregar
anhidrido acético tritiado (*H) a una razén de 25 mCi/200 mg de colégena en medio

alcalino y eliminar la marca que no se pega por diilisis exhaustiva contra agua. La

ividad ifica de 1a cold ilada fue de 250 000 dpm por mg de proteina.
El método de Terato y Nagai consiste en incubar 20 ug del sustrato acetilado
con la ensima o fraccién en el amortiguador de Tris-HCl pH 7.4 a 30 °C por 20—
24 h o a temperatura ambiente durante 48 h. La reaccidn se para agregando &cido
etilendiaminotetracético (EDTA), un inhibidor de 1 t de tal modo que se

bt

3

una final de 80 mM. Posteriormentz la muestra se precipita
(1:1 V/V) con una mescla de dioxano-metanol (4:1 V/V) fria y se centrifuga a 10 000 g

por 10 minutos; después el sobrenadante se mescla con 5 ml Bray y sc pasa a un contador

de centelleo (figura 11). En este ensayo sc ap ha que los frag toe producidos por
la accién de la ima per, lubles. en bio la cold intacta precipita en
la mescla de di La actividad se calcula restando las cuentas liberadas en los tubos
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Figura 11



que contenian EDTA desde ¢l inicio del ensayo de las cuentas liberadae ¢n los tubos ein
EDTA. En las incubaciones se utilisaron controles que contentan alguno de los siguientes
inhibidores: N- etilmaleimida (NEM, 2 mM), inhibidor de tiol prot fluoruro fenil
metilsulfonilo (PMSF, 1 mM), inhibidor de prot de serina; inhibidor de tripsina de

frijol de soya (SBTI, 1 mg/mi). Para determinar ¢l méximo de coldgena degradable bajo

las condiciones del ensayo se 1 B0 ug de col asa de Clostridium hystolyticum
en amortiguador de Tris-HCI pH 7.4 a 30 °C.

Cuando se ehsayaron para doterminacidh de actividad colagenolitica los sobre-

nadantes de }os homogenados de vellosidades placentarias y 1as fracciones de los sobre-

dantes de los h dos. en las incubaci ae emplearon activadores de 1a colage-

nasa como el acetato 4-aminofenilmercirico (APMA, 1 mM), p-hidroximercuribenzoato

(PHMB, 1mM) y tripeina (1:10 y 1:100 en relacién a Ia proteina en o homogenade).

‘Todas las detarminaci de actividad col Itica fucron hechas empleando este
método, en ensayos por duplicado, al menos que otra coan sea indicada, Los resultados
#e expresan como unidades de colagenasa, donde una unidad (U) representa la cantidad

de i ia para d. dar 1 pg de cold por minuto a 30 *C.

ACTIVIDAD SOBRE UN PEPTIDO SINTETICO

El DPN-II1 es un péptido sintético con la secuencia DPN-Pto-Gli-Gli- 1le-Ala-Gli-
Gli-D-Arg-OH; como puede observarse, contiene la unién Gli- lle que es el sitio de
corte de la colagenasa que degrada a la coldgena Tipo .

El péptido se disolvié a una concentracién de 5 X 10-* M en un amortiguader de Tris
0.056 M pH 7.4 con CaCl; 0.006 M, NaCl 0.15 M y albdimina 0.2%. La incubacidn con
la sira se hixo por io de 24 h a 37 °C y la reaccién se pars con HC! 1.0 M. Los

fi tos cortos que ti el DPN-I" se extrajeron con una mescla de acetato
de etilo-butanol (1:0.156 V/V), que despuds ac centrifugs a 3000 g durante 15 minutos,
¥ Ia fase orgdnica ne [eyé a 365 nm. El coeficiente de extincién malar del compuesto es
de 1.22. Las incubaciones reslisadas incluyeron siempre tubos controles con EDTA 80
mM (concentracién final) al inicio del experimento. La actividad ‘inhibible con EDTA

se expresa como porcentaje del péptido degradado.!??
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PURIFICACION DE LA COLAGENASA DE TROFOBLASTO

A partir de extractos de células aisladas de trofoblasto rotas con Tritén X-100 y con ac-

tividad colagenolitica ne establecid una cstrategia de purificacién de la cnsima quo con-

8isti6é de dos pasos cromatogtéficos: una col de afinidad ida por una col a

de intercambio iénico.
Croma(ogruﬁa de afinidad

El primer paso on la purificacién de la ensima con actividad colagenolitica consistié
en pasar los extractos de células aisladas de trofoblasto a través de una columoa de
Sepharosa-Colégena.

El procedimiento para la obtencién de la resina tada con colé Be gjecuté con

Ig! modificaci a las daci del fabricante (Pharmacia Fine Chemi-

cals). Una cantidad de la resina Sepharosa 4B activada con CNBr (7.88 g para rendir
un volumen aproximado de 30 ml) se colocd en HC! 1 mM por 15 min: luego se lavé
en 7 ocasionea con la misma solucién. El gel de Sephatosa se lavé una ves con un
amortiguador de fosfato de potasio 0.1 M pH 7.4 (amortiguador de acoplamiento), que
se utilizd también para formar una suspensién con la resina. Este gel de Sepharcsa
activada se combind con 200 mg de coldgenna Tipo | de tenddn de cola de rata disuelta
en amortiguador de acoplamiento. con agitacién suave a 4 °C toda la noche. Los grupos
activos libres se bloquearon transfiriendo la resina de Sepharoga-Coldgena en un amor-

tiguador Tris 0.2 M pH 8.0 durante 16 h. El exceso de proteina adsorbida sc eliminé

por medio de lavados con amortiguador de lamiento ido de amortiguador de
acetato de sodio 0.1 M pH 4.0 con NaCl 0.5 M y de amortiguador Tris 0.05 M pH 7.4
con NaCl 0.15 M. La resina de Sepharosa-Colégena ac aimacens a 4 °C en amortiguador
Tris 0.05 M pH 7.4 con NaCl 0.15 M hasta que se utilizé.

Los extracios de células aisladas de trofoblasto por ruptura con Tritén X-100 se
filiraron a través de una membrana millipore de 0.22 pm y se incubaron con la resina
de Sepharosa-Colagena en Tris 0.05 M pH 7.4 con NaCl 0.15 M, con agitacién suave a
4 °C toda la noche.

oL PR
Al dia siguiente la resina incubada con el extracto se 4 en una col

de 1.6 cm de didmetso en la que se hicieron circular 100 ml de un amortiguador de Tris

0.05 M pH 7.4 con NaCl 0.15 M a un fluio de 30 mi/h ; ¢l material unido a la resina se
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depegd con un amortiguador de Tris 0.05 M pH 7.4 con NaCl 1.5 M aplicado a rasén
de 30 mi/hr, mientras que ol cliido so colects en fracciones de I ml. Las fracciones
se agruparon de tres ch tres y sc vealisaron determinaciones de la concentracién de
proteinas en cada grupo. Las fracciones con protefnu se reunieron en una sola y se
dialisaron contra un amortiguador de Tris 0.056 M pH 7.4; la muestra dialisada se
examind para actividad colagenolitica y se determiné su concentracién de proteinas.
El elufdo que ae obtuvo al circylar 1os 100 ml del amortiguador de Tris 0.05 M pH 7.4
con NaCl 0.15 M se incubé por segunda ocasién con la resina de Sepharosa-Coldgena

¥ después se repitié todo ¢l procedimiento anteriormente descrito.
Cromatografia de intercambio iénico

La mueatra con actividad col litica p iente de la er t Ea de afinidad

w0 introdujo en un sistemn de cromnlogrnﬁn lquida de olta presicidn {HPLC) equipado
con upa columna de intercambio iénico (TSK-DEAE 5PW), previamente equilibrada
con un amortiguador de Tris 0.05 M pH 7.4. La elucidn del material que no interacciond
con la columna sc realizé también con el amortiguador Tris 0.05 M pH 7.4 a un flujo de
0.5 ml/min. Para deapegar ¢l material que se unid a la columna se utilisé un gradiente

de NaCl de 0 a 1.5 M al mismo flujo de 0.5 ml/min. Se colectaron fracciones de 1

m! que se 1i para tracién de protefnas y actividad colagenolitica (figura
1.
La determinnacién de ta i6n de {nas en Ias muestras eluldas de Ia columna

de afinidad y de la columna de intercambio idnico se hiso mediante el método de Groves
et af1%, que utiliza las lecturas espectrofotométticas con lus uliravioleta de Jas muestras
a longitudes de onda de 224 nm ¥ 233 nm, que se relacionan por tnedio de la siguiente

expresién:

(abegny — abesyy) (320) = pg de proteina / mi
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Elactroforesis con SDS sobre gel de paliacrilamida

El grado de puresa obtenido en cada una de las preparaciones de Extracto Total
de Células, Sepharosa-Coldgena y DEAE se siguid por electroforesis en un sistema
ligeramente modificado a} de Laemmli''? en gcles de poliacrilamida al 15% con SDS.
Las mucsiras se dialisaron durante 1 h contra el amortiguador de cdmaras dituldo
1:10 ¥ después se desnaturalizaron a 100° C por 2 min en presencia del amortiguador

f i .
de la muestza que t asul de br fenol como indicador; poasteriormente las

muestras se aplicaron en geles bifdsicos, esto es, con una xona concentradora al 3% de
polincrilamida y otra separadora al 15%6. Se corrieron entre 0.05 y 50 ug de proteina
por carril. En ocasiones se agregé al sistema mercaptoetanol.

De manera simultdnea se corrieron patrones de peso molecular que incluyeron

Ibdimina, ind , tripsind B-lactoglobulina y

albiimina sérica bovina. o

lisoxima. Los geles se tiieron con asul de Coomasie o con plata.N1037
Elucién de protefnas en geles de SDS-poliacrilamida

Un gel dividido verticalmente en dos partes con carrilcs equivalentes para las prepa-
raciones de Extracto Total, Sepharosa-Coligena y DEAE fue corrido normalmente. Al
tézmino de la clectroforesis cl gel se separé en dos secciones siguiendo la linea divisoria
virtual original. Una mitad fuce tefiida con plata mientras que la otra se intraduio en
Tritén X-100 al 2.5% en amortigusdor de Tris—~HCl pH 7.4 durante 1 h (en la que
ocurricron dos cambina con la misma solucién) a temperatura ambiente.?® Siguiendo el
patrén electroforético desarrollado en Ia mitad de gel tefiida con plata se seccioné la
mitad de gel no teiiida de abajo hacia arriba en sicte fragmentos (21 fragmentos en
total), que se trituraron en el amortiguador de Trie-HCI pH 7.4 y se dejaron en éate

toda la noche. Al dia siguicnte se tomé una alicuota del liquido en cada preparacién

de fi iend inada para acsividad colagenolftica.
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Resultados

ACTIVIDAD COLAGENOLITICA EN EXTRACTOS DE CELULAS DE CITOTROFOBLASTO

Lah isacién es un p dimi que & través de interacciones mecdnicas logra

Ia fragmentacién de los componentes que integran a un tejido —células y elementos

de la matris—, modificando las relaciones naturales de éstos y permitiendo que afloren

loa constituyentes inteacelulares. La obtencidn de sobrenadantes de hom dos de

vellosidades placentarias, sin embargo, no aporté evidencias sobre ia il ién de
actividad colagenclilica en el tejido: el primero, segundo y tercer sobrenadantes de
homogenados de placenta tuvieron actividad cnlugnnolflica nula.

Las fi i de sobrenadantes de h dos de placenta obtenidas por preci-

itacién con eulfato de io al 20 y 60% de saturacién tampoco mostraron actividad
colagenolitica cuando se utilisd el método de Terato y Nagai para su evaluacién. Ante
1a posibilidad de que ia actividad colagenclitica estuviera oculta debido a que la enzima

sc encontrara como uh precurdor o poraue cstuviera interactuando con un inhibidor se

emplearon la protcasa tribeina y loa com orga jales APMA y PHMB
para revelar la actividad. Una ves mids no hubo éxito. Por otra parte, cuando las
fracciones de sobrenadantes de homogenados al 20 y 80% de saturacién fueron exami-
nadas para actividad ensimética utilisando como sustrato el péptido DPN-Il! se obtuvo
aproximadamente el 100% de degradacidn en las dos fracciones (0.019 y 0.018 pg de

péptido d dados / mg de p {na en un minuto, r ti te).

Al observar que oxiatia degradacién del péptido DPN-I1} por las fracciones de los so-
b dantes de h dos se 16 que la i estaria inhibida por In prole:’nn
eérica az-macroglobulina, de tal modo que era io anular al inhibidor para revelar

la actividad colagenolitica. Por esta rasén las fracciones de sobrenadantes de homoge-
nados se incubaron con el agente caotrépico isotivcianato de sodio, pero después del
tratamiento ni {a fraccién de los sobrenadantes de homogenados al 20% de saturacién

ui la feaccién al 60% exhibicron resultados positivos.

Puesto que utilisando los sob dantes de & ados de pl ta fue imposibl
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ar actividad col

. v dado que los resultados positivos de degradacién
del péptido DPN-111 nuger:nn que la ensima estaba prescnte pero unida a o;-macro-

globulina, se planicé que debido a que la placenta es un Srgano extraordinariamente

irrigado era ible que atin d ¢s de lavados con HBSS los fragmentos de vellosidades
coridnicas que se ocupaban para Hevar a cabo los h dos estaban inados
con sangre, de tal modo que durante el proceso de } isacidn la i eatablecia

contacto con los inhibidores séricos, inactivdndose, por lo cual no se registraba actividad

L.
colagenolitica.

Una segunda estrategia para demostrar actividad colngenoh’ticn en el tejido tro-
foblastico fue la de purificar células y luego practicar los ensayos ensimiticos. Con

el método utilisado, se obtuvicron células con caracteristi morfoldgi de citot

foblasto (figura 13), con una purexa y una viabilidad del 90%. La cantidad de cflulas
que se colectd de placentas a término fue de £0 000 células/g de tejido. E! rendimiento

en el pimero de células fue el doble cuando se utilisaron placentas de segundo trimestre.

En la tabla 5 sc muestra que las células de citotrofoblusto enteras si exhibieron
actividad colagenolitica (0.23520.00 pg de col&genn/10% células) pero ésta se hiso
més aparente cuando las células fueron tratadas con Tritén X-100 (1.19620.60 ug
de colégena/10? células). La actividad colagenolftica fue completamente inhibida con
EDTA (0.050+0.001 ug de coldgena/10° células) pero en ningun caso con los otros
inhibidores de proteasas.

Como he seiialado, en las células rotas con Tritén X-100 la actividad colagenolfﬁica
fue més evidente; no obstante, atin no ee conocia con certesa la localizacién celular
de la ensima. El Tritén X-100 es un detergente neutro que solubilisa las membranas
celulares alterando las asociaciones hidrofébicas y destruyendo la bicapa. Al mexclarlo
con |a membeana, el extremo hidrofdbico del tritén se fija a las regiones hidrofdbicas
de la parte exterior de las prntci’nm de membrana, desplazando con ello n las moléculas
Iiv:dicu.‘ Puesto que el otro extremo de la molécula de detergentc es polar, esta
unién tiende a disolver Ins proteinas de membrana en forma de complejos detergente—
prote:nn. De tal modo que la ensima con actividad colagenolitica bien podria formar

parte de |a membrana de las células cit foblasticas siendo tni solubilisada

por el tritdn o tener un origen citoplésmico logrando manifestar su actividad al alcanzar

el exterior {cn cate caso el sustrato radiactiva) por Ia ruptura del plasmalema. De aqui
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Figura 13, Célula de citotofoblasto h Por tripsinizacidn de {rag-
mentos de vellosidades coridnicas de placentas humanas d» segundo y ter.
cer tiimestre, sc aisleron célalas de citotrofobl que fueron utilizadas para

obtener extractos con actividad colagenolitica.



ACTIVIDAD COLAGENOLITICA EN CELULAS DE CITOTROFOBLASTO

TABLA S

MUESTRA

MICROGRAMOS DE COLAGENA
DEGRADADA POR 1000 CELULAS

Células enteras 0.235 + 0.09
Células rotas* 1.196 % 0.60
Células rotas + EDTA 0.050 + 0.001
Células rotas + NEM 1.216 £ 0.72
Células rotas + PMSF 1.170 + 0.53
Células rotas + SBT1 1.070 = 0.55

*Se utilizd Tritdn X-100 al 0.1%

EDTA: icido etilendinmi; de

NEM: N-eti imida (2ZmM).

PMSF: Fluoruro feni! metilsulfonilo (1 mM). Inhibidor de de serina.

SBTE Inhibidor de tripsina de frijol de soys (1 mg/mi).




to-des lamiento.

que se aplicara un método de ruptura como el de congelami

en el que no se disuelve la membrana, para conocer si la enzima se almacena en el
citoplasma o forma parte de la estructura de la membrana. (Tabla 6 )
La ruptura de las células de citotrofoblasto por congelamiento-descongelamiento

produjo actividad colagenoh’licn de tan solo 41.2% de la que se obtuvo con tritén; de

esa actividad sproximad te el 6T% se encontrd en la fraccién soluble del extracto.

mientras que el 8% aparecid en la fraccidn con los fragmentos de membrana.

PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE LA COLAGENASA DE TROFOBLASTO

Una ves demosetrada la presencia de actividad colagenolitica en lan células de citotro-
foblasto, los extractos obtenidos a partir de la ruptura celular con Tritén X-100, que
repregentan la fuente con mayor actividad ensimédtica (Tabla 5), fueron cromatografia-

dos a través de una columna de afinidad de Sepharosa-Coldgena. con el propésito de que

al presentarle su sustrato 14 ala i ésta fuera retenida en la columna
por unién especifica con ef Jigando, en tanto que el materia! contaminante serfa excluido
sin interaccionar con la matrix de Sepharosn-Coldgena. La figura 14 muestra el perfil

Afico del ial eluido de la columna d és de la aplicacién de un ch

1écul.

idnico con NaCl 1.5 M para d. gar ias o compuestos que se adsorbieron

& la matris. La proteina disociada so distribuyé principalmente entre las fracciones 12

a 33, que fueron agrupadas y dialisadas contra un amortiguador sin NaCl ya que en el

pasoc de ificacién so plearfn un gradiente de NaCl que partiria deo una
concentracidn igual a cero para separar el material unido a una masriz de DEAE. Todas
las muestras que fueron purificadas por fia de afinidad exhibieron actividad
1 titi El ial que eluyé con cl amortiguador de Tris 0.05 M pH 7.4 con
NaCl 0.15 M y que fue cromatografiado por segunda ocasidn a través de la matefs de
Sepharosa-Colé no exhibié actividad colagenolftica (datos no mostrados).
Lai idn de la purificacién del extracto se llevé a cabo mediante del examen

visual en geles de poliacrilamida con SDS de las muestras con actividad obtenidas en
cada etapa. Utilisando esta té&cnica, el extracto crudo de citotrofoblasto manifesté

miiltiples bandas con muy diversos pesos moleculares: sin embargo. 1n muestra purifi-

- " hibid sicte band

cada por cromatografia en Sepharosa-Cola (figura

a8



TABLA &

ORIGEN DE LA ACTIVIDAD COLAGENOLITICA EN CITOTROFOBLASTO

RUPTURA CELULAR ACTIVIDAD ESPECIFICA®
Tritdén 0.119
Congelami d lami - 0.049
Precipitado ' 0.004
Sobrenadante 0.033
Preeipitado + {ritin 0.000
Sobrenadante + rtdn . 0.024
*Microg de coliy dadas por un milj de proteloa /minute/30 °C.
“*Después de 1a ruptura por lami dy i se ifugs a 10 600 g como es

descrito en Materiales y Métodos.




CROMATOGRAFIA EN SEPHAROSA-COLAGENA
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16). Pucsio que la puresa tograda durante la cromatografia de afinidad no fue satisfac-

toria, fue necesario emplear un procedimiento de purificacién adicional.

Lan mucatras con actividad pr i delacr grafin en Seph Cold

fueron inttoducidas en una columna de intercambio aniénico (DEAE), en la que se aplicé
un gradiente de NaCl de 0 a 1.5 M. La actividad colagenolitica aparecid como dos picos:
el primero estuve localisado en la {raccién 16 con una actividad de 11.86% micntras
que cl segundo, el pico principal, tuvo un despliegue que inicid en la fraccién 21 y sc
extendié hasta la fraccion 33, con actividad maxima de 57.37% en la fraccién 21 que
cluyé con 0.5 M de NaCl, (Figura 15.) Las fracciones 21 a 28 fucron reunidas para
constituir ln muestra de DEAE.

Por SDS-PAGE de la muestra de DEAE se observé una sola banda que migré a una
posicion de 40 KDa (figura 16). Para confirmar que esta banda era de la enzsima con
actividad se eluyé la proteina de un gel que fue corrido electroforéticamente en forma
similar a comno se hixo con los geles que se utilizaron para tincidn, pero sin fijar ni teiiir,
y of enjuagado con Tritén X-100 (que desplasa al SDS que de otra manera mantendria
desnaturalisada a la proteinn).

Como se aprecia claramente en la figura 17, el material eluido de la seccién de gel
siete, que comprendia una sona en la que deberia estar localisada una banda de proteina
eaunivalente a la aue nparecié en el carril con la muestra de DEAE del gel teiiido. exhibié
In mas alta actividad colngcnol‘ticn en comparacién con el material de las seis zanas
restantes. en los tres cartiles con las distintas etapas de purificacién, aleanzando en cl
carril de DEAE una actividad de 100%.

En la tabla 7 se resumen los datos sobre la purificacidn de la col de citotr

foblasto. La actividad especifica de la mucstra de extracto crudo de células fue de
0.005 u. que aumentd 37.6 veces (0,188 u) después de Ia cromatografin en Sepharoea-

Coligena. hasta incrementar 20640 veces (103.2 u) luego de la cromatografia en DEAE.
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Figura 16. Efectroforesis en gel de los extractos con activi-
dad colagenoliticn en diferentes elapas de purificacién.
En un gel de poliacrilamida al 15% con SDS se corrieron 1) mar-
cadores de peso molecnlar, 2) extracto total, 3) extracto purificads
por cromatografia en Sepharasa-Coligena. y ) extracto putifi-
eado por cromatogralia en DEAE. En el earril 4 se observa una
sola banda con un peso molecular aproximada de 40 KDa
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TABLA T

PURIFICACION DE LA COLAGENASA DE CITOTROFOBLASTO

ETaPA ProTEINA UN1DADES AcTIviDAD CRITERTO RENDIMIENTO
(mg) TOTALES® ESPECIFICA* DE PUREZA %

Extracto

de Células 25.68 0.128 0.005 1 100

Sepharosa

Coligena 027712 0.052 0.188 376 40.6

DEAE 0.00264 0.381 103.2 20640 297.7

Ul’ll unijdad de colagenasa es la cantidad de enzima necesaria pm degradar un micrograma de colagena/minuto/25 °G,

- de coldgena degradades por un mili de proteina en un minuta




Discusién

EN este trabajo se presentaran evidencias de que ¢l trofoblasto humano de placentas
de segundo y tercer trimestrea tiene unn enaima con actividad colagenolitica que coni-
parte las caracteristicas de las colagennsas de vertebrados, ya que degrada coligena a

t tura y pH fisiolégi y es inhibible por EDTA. La enzima aparentemente se

localisa en el interior de células de citotrofoblasto. Utilizando extractos de estas células.
{a ensima fue purificada a homogencidad como una sola banda de 40 KDa en geles de

8SDS-polincrilamida, El de purifieaciéd igtié de dos pnsos: crumutagrnﬁa

de afinidad en Sepharosa-Coligena y cmmamgmﬁa de intercambio iénico en DEAE
utilisando un equipo de HPLC,

La colagetiasa purificada de células de citotrofoblasto es una colagenasa que estd

asociada con la degracidn de los tipos intersticiales de colagena. ya que para detectar

su actividad se utilizé tipo | marcada radiacti te.

Como en el caso de la colagenasa de leucocitos neutréfilos polimorfonucleares hu-
manos, que se almacens en los granulos cepecificos®®. la colngennsa de citotrofoblasto se
acumula en el interior de las células como pudo deducirse del incremento de 5 veces en la
actividad colagenolitica deapuds de que las células aivladas fueron lisadas con Tritén X-
100. En un intento por cstablecer una localizacién maés precisa de la enzimsa y descartar
la posibilidad de que éatn se encontrarn divtribu{dn en Ia superficie del citotrofoblasto
asociada a la membrana plasmética. se empled un método de ruptura celular que no uti-
lisa detergentes ni disuelve la membrana plasmética. sino que solamente realiza grietas
a través de ésta penmitiendo que los fragmenios de membrana o dominios sc separen y
el contenido celular sca liberado. Con ¢l método de congelamiento-descongelamiento se
pudo obocrvar quc la mayor parte de la actividad colagenolitica (67%) estuvo asocindn
a la fraccién soluble del extracto. Sin embargo, debido a que al exponer las célulns
enteras antc coldgena tritiada existié liberacion de marca radinctiva, serin conveniente
tealizar un estudio hin‘oqnfmico con anticuerpos anti-colagenasa acoplados a un indi-
cador, para determinar ¢l sitio exacto de residencia de la enzima. Es probable que la

. . . I
ensima se encuentre asocinda a un organelo o granulo eapecifico. como en ¢l caso de los
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leucocitos polimorfonucleares humanos. Un anticuerpo monoclonal dirigido contra el
sitio catalitico de una colagenasa que degrade los tipos intersticiales de coldgena puede

ser Otil en esta empresa.

Qué significado fisicldgico en el catabolismo de la colégena representa el hecho de
que la colagenasa se encucentre albergada en el citoplasma de la célula o séa liberada
al ecapacio extracelular sin almacenarse? La interpretacidn més sencilla radica en el
tiempo que transcutre para la manifestacidn de la actividad colagenolitica. Cuando
existe induecién de sintesis de colagennsa, a ln expresitn del RNA mensajero prosiguen

la formacién de la eadena poli tidi el pr iento de lan formas precursoras,

el empaquetamiento, y finalmente. la secrecion de procolagenansa. En estudios in vilro
se ha determinado que la colagenasa de fibroblastos sinoviales de conejo utilisa apro-
ximadamente 50 minutos en llevar a cabo todas estas etapas.®® En células que cuentan
con una reserva de colagenasa almacenada en su citoplnsma las etapas de sintesis del
RNA mensajero, de ensamblaje de Ia cadena polipeptidica. ¢l procesamiento de los
precursores y el empaquetamiento. ocurricron en un motuento previo al de la induccién
dela liberacién de la ensima. por lo que el intervalo de tiempo entre la manifestacién del
estimulo y la secrecién de la ensima al medio debe ser necesariamente més corto que en
la induccién de novo, Hasta el momento se desconoce con qué propdsite las células de
citotrofoblasto de la placenta humana cuentan con un mecanismo de respucsta rdpida
de liberacién de colagenasa.

Uno puede especular que la degradacién enszimitica de la coldgena placental y de
otros componentes de Ia matris extracelular llega a ser importante cerca del parte

cuando la placenta debe separarse de la pared uterina.

La inspeccidn de aciividad col litica en sobr dantes de | dos de ve-
llosidades placentarias y en fracciones de sobrenadantes de homogenados precipitadas
con sulfato de amonio no tuvo éxito. ntin cuando se emplearon los activadores APMA,
PHMB o tripsina. Sin embargo. al utilizar el compuesto DPN-11{, que es un derivado
2.4~ dinitrophenyl de un octapeptido sintético basado sobre la secucncia aminodcida
alrededor del sitio de divisiéu de la colagena y que conticne el enlace Gly-lle, como

sustrato de las fracci de sob dantes de h dos precipitadas con sulfato

de amonio. se detectd actividad enzimdtica. Hori y Nagai han demostrado que la

colagenasa en complejos con az-macroglobulina aln tiene un sitio activo no enmas-.
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carado al que el péptido sintético DPN- [11 tiene accesc.!’ Por lu tanto. suponiendo

que en las fracciones de sobrenadantes de b dos de vellosidad 1 arias

la actividad wlngenolhim se encontraba inhibida por a;- macroglobulina, se utilisé el
agente caotrdpico isotiocianato de sodio para desestabilisar n csta prmcl'nn y revelar
la actividad de degradacién de coldgena. A pesar de que se realizaron varios intentos

de activacién con ¢l compuesto isotiocianato de sodio. no se encontréd actividad co-
1 o,

tica. Es io efect un mayor numero de experimentos de deteceidn de
actividad ensimdtica con ¢l péptido DPN- [il y dec activacién con agentes caotrépicos
tales como el isotiocianato de sodio o ¢ yoduro de sodio para determinar si en los

h dos de vellosidades pl ins existe actividad colagenolitica bloqueada por

az-macroglobulina.

Mis tarde sc ponsd que las ensimas con actividad colagenolitica que probablemente

. . " ’
tab localisadas en las vellosidades placentarias podrian hiacer contacto con la a;-

macroglobulina (distribuida en restos de sangre) durante la ruptura del tejido por
homogencizacién. Tratando de encontrar una fuente de colagenasa se seleccionaron las
células de citotrofoblnsto por sus caracteriatican invasivas y nos propusimos purificarlas,

d £ e

para P hacer Ia determi: i6n do la actividad col

Esta estrategia tuvo

excelentes resultados. Se obiuvo una enzima con la propiedad de degradar coldgena. que
es exclusivamente inhibida por EDTA. No obstante. uno de los principales incovenientes
de esta aproximacidén radica en que la cantidad de enzima que puede conseguirse es

poca, debido a que la muestra inicia) de tejido estd limitada por dife fact

tales como la cantidad de tripsina necesaria para practicar la disgregacidn del tejido.
Ademds de cste factor, existe uno ligado a la naturalesa misma del procedimiento de
purificacién de células, en ¢l que necesariamente existe una pérdida enorme de los
citotrofoblastos que componen la poblacién original. Una de ias soluciones al prablema
del rendimiento en el nimero de células ser{s aumentar su mimero por expansién in
vitro. No obetante, en cstas condiciones las células al cabo de unas cuantas generaciones

mueren. Para evitar cste problema se han desarrdllado técnicas que “inmortalizan”

téenit et tnf

lineas celularcs. Una de estas ‘a las células con el virus
de Epstein-Barr o en inocular camo el o T de SV40 (Tag)'?. de

tal modo que se habilita a las células para crecer en cultivo en forma permanente.

en

D teel p de t formacién pueden ocurrir algunas modificnciones gendticas,
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s oor - . . . .
bioquimicas y morfolégicas eu las células, con lo cual la cualidad de interés en nuestro
estudio puede perderse o alterarse dramdticamente. Este mismo fendmeno ocutre en

s r . .
lne células malignas, por lo que en la mayoria de las resulta ind bl

este tipo de células para inferir algin proceso o caracteristica normal del orgnnismo.
Sin embargo. cuando las células transformadas no han modificado significativamente

sus propiedades. son de gran utilidad para lquier evento bioldgi El

cultive in vilro resulta insustituible cuando se descan analizar los estimulos adecuadoa

que desencadenan alguna actividad celular. Por ¢j lo, seria ite los

factores que ind la lib de la col en las células de citotrofoblasto.
En leucocitos neutréfilos polimorfonucleares humanos la liberacién de la colagenasa
puede ser estimulada por esteres de forbol.!¥® Esto podrl'n ayudarnos a discernir en
qué fendmenos interviene directamente [a colagenasa de trofoblasto y cudles son sus

mecanismos de regulacidn.

Para la deteccién de la actividad colagenalitica en los extractos de células de citotro-
foblasto no fue necesario utilizar ningiin activador. Puesto que las colagenasas son sin-
tetizadas como simdgenos, la activacién de la colagenasa de citotrofoblasto pudo haber

ocurrido por la interaccidn de ésta con otras proteasas de la célula en el extracto.

Una de las estrat que hen luci do clp de purificacién de prote{nas

es la cr grafia de afinidad. Esta técni iste en lar a una matris inerte
una molécula o cualquier cosa que reacione con gran afinidad y alta especificidad con
la proﬂefnn que dessamon purificar. De este modo, vnicamente la proteina en cuestién
se une a la matris mientras que otras protc;nnﬁ contaminantes son eliminndas durante
el lavado del conjugado. En condiciones Sptimas, puede obtenerse ln purificacién de

cualquier protejnn utilisando como Gnico procedimiento la cromatografia de afinidad.

Fue preci lacr afia de nfinidad el método que se aplicé para purificar

la enzima con actividad colagenolitica de los extractos de células de citotrofoblasto. A
una matriz de Sepharosa se acopld coldgena tipo | de tenddn de cola de rata que sirvié
como sustrato en la purificacién de la ensima. El empleo de esta técnica fue de gran
utilidad ya que e} nimero elevado de bandas que originalmente estaba presente en
el patrén electroforético del extracto de células se redujo solamente a sicte despuéds
de incubar el extracto con la matriz de Sepharosa-Coligena. Entre estas bandas de

! . . . .
proteina algunas tuvieron un arreglo similar al patron electroforético de la colégens,
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por lo que probablemente parte de la proteina acoplada a la matriz se desprendié

| te la elucién de la i Sin embargo, no se realixd ninguna prueba adicional

para tratar de identificar estas bandns. Por otra parte. la utilisacién de la coldgena

como sustrato de captura de enzimas ¢on actividad col litica en cr t fia de

afinidad tiene Ia desventain de que a ésta pueden unirac otras proteinns ademés de la
colagenasa, tales como fibronectina y laminina.}%1%8197 Eatag y otras proteinas pudicron
haber permanecido unidas a In superficic de las células si el proceso de digestién de la

matris ext de las vellosidades con tripsina fue incompleto.

Entre las melodologn’us que so han desarrollado para purificar con gran especificidad

1 tipo de proteinn cstd la fia de nfinidad con nticucrpos monoclo-

nalen. Los anti poe 1 les r un solo epftope de la molécula a la cual

estdn dirigidos. Hoyhiya et al (1990) han obtenido anticuerpos monoclonales contra
la colagenasa tipo IV de células de melanoma humano. que acoplaron a columnas de
Bepharosa-Proteina A. De este modo, los investigadores logearon la purificacién de la

ensima en un sélo paso cromatogréfico.!” Serla recomendable utilisar esta estrategia

como un procedimiento alternativo en la purificacién de la col de trofoblast

Como ac observa en la figura 12, d és de ln t fia en DEAE se ob-
tuvo una muestra homogenea que migré como una sola banda de 40 KDa en un gel

de SDS-PAGE. Esta banda representa la proteina con actividad colngcnolhicn, camo
¢

lod ran los experi tos de elucién de prot del gel de poliacrilamida. Sin
embargo, peraiste la duda de si la actividad col litica es da por una o
por varias i leculares (i imas) que migran en la misma posicién. Esta

incégnita no podrd ser disipada hasta que se lleve a cabo una electroforesis bidimen-

sional del extracto cromatografindo por DEAE. Por otra parte, estudios preliminares

han d ado que la i

de 40 KDa también exhibe actividad de gelatinasa,
pero es incapas de degradar azoprotelnant® tales como asocoll, asoalbiimina y aso-
caseina (datos no mostrados).

La puresa alcansada por a colagenasa de citotrofoblasto fue de 20640 veces. La

actividad copec:ﬂca quo se ha reportado en la purifi ién de otras ecs de
3 884, 16 310 y 53 400 para la de pied de cobayo, para la de riiion de rata. y para la
colagenasa sinovial de cerdo, respectivamente. ™"’ Por lo tanto, la actividad cnpcc;ﬁt‘,n

de la col. de citotrofobl purificada es aceptable. Por otra parte. la cantidad
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de enzima purificada fue de solo 2 ug. Esta es una de las principates deficiencias del
método de purificacién que estamos proponiendo. La cantidad de ensima purificada es
tan pequena que sdlo puede utilizarse en unos cuantos cnsayos de actividad ensimética,
pero no en una caracterisacidn més completa de la enzima, ni puede ser empleada en
estudios de secuenciacién o en la produccidn de anticuerpos. Este problema enfatiza la
importancia de incrementar la cantidad de muestra inicial o de levar a cabo métodos
de purificacién alternativos.

La tabla 5 exhibe una disminucién del 60% en ¢l rendimiento de la proteina con

idad col Wtica d és de pasar la mueatra por la cromatografia de afinidad.

Este es uno de los factores que contribuyen a la obteuneién de muy poca cantidad de

ensima a) final del proceso de purificacién., En el material que eluyé de la columna de

finidad con el amorti dor de lavado no se detectd actividad colagenolitica (datos no

mostrados). Probablemente una de las razones de la pérdida radica en que la colagenasa
es degradada por otras enzimas ¢n la muestra (a pesar de que se mantiene a 4° C),
por lo que resultarin conveniente aiiadir al extracto de células inhibidores tales como
NEM, PMSF y SBTI que no disminuyen la actividad de degradacién de coldgena (Tabla

4) y of pueden | ger a ln col de protedlisis. Scria recomendable que estos

inhibidores estén presentes. inclusive, desde ci momento de lisar las células con tritén.

Después de la fia en DEAE e rendimiento aumenté a 207.7%. Este

incremento puede deberse a la activacién de colagenasa latente que probablemente

estaba presente en la muestra derivada de ln t fia en Seplarosa-Colégena.

Esto es posible ya que se ha descrito que la procolagenasa de hueso de ratdén puede
uairee a coldgena, nunque en menor grado que la ensima activa.” Por lo tanto, si en
una muentra de proteina existen colagenasa activa y latente, ambas pueden adherirse
a una matriz de Sepharosa-Coldgena y eluir juntas. Posteriormente, la interaccidn de
la colagenasa latente con la columna de DEAE posiblemente promovié la activacién
de la ensima. De haber ocurrido esto. el aumento en e} rendimiento ocasionado por

la activacién de la enzima latente enmascararia Ia di en el dimi de Ia

enzima que ya se encontraba activa.

Rajabi et al en 1990, lograron extraer una colagennsa de placentas humanas a
término por homogeneisacién de teiido de los lados materno y fetal en Tritén X-100
al 0.1% ¥y CaCl; 10 mM, con un peso inolecular de 60 KDa, Ademds del extracto con-
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seguido por homogeneizacién, estas personas jograron obtener un “extracto caliente”
colocando el tejido residual en un amortiguador de Tris-HCI 50 mM, pH 7.5. con CaCl,
100 mM a 60° C por 4 min. La proporcién de colagenasa que se obtuvo en e} ex-
tracto caliente fue mayor que la del extracto con Tritén. La activacién de la colagennsa
latente se realisd con APMA 0.5 mM. Después de reducir el extracto placental con
ditiothreitol 2 mM y de alquilario ~an iod tamida 5 mM para inactivar al inhibidor

tisular de metaloproteinanas (TILP), la actividad de la colagenasas activa y latente

4 sienificati +

También por nedio de cromalografia de filtracién en Ul-
trogel ACA-34, Rajabi et a? pudicron separar al inhibidor de metaloproteinasas de tejido
de la colagenasa. de tal manera que la forma latente de la enzima mosttd un peso de
66 KDa, mientras que la activada con APMA tuvo un pesc de 60 KDa.}®

Existe la posibilidad de que In colagenasa cxtralda por Rajabi et of de placentas
humanas a término sea la misma ensima que nosotros logramos purificar. Sin embargo,
hay una diferencia en el peso molecular de estas dos ensimas, ya que la ensima reportada

por Rajabi et al ticne un peso de 60 KDa, mientras que nuestra colagenasa sélo pesa 40

KDa. No obstiante, es probable que nuestr 1 asa sea un ducto de degradacién
de la ensima de 80 KDa, que conserva el sitio do reconocimiento y el nitio catalitico de
la ensima (que pueden ser uno sélo). Una mancra de disipar esta duda seria a través
de un anélisia de Weatern Blot con un anticuerpo policlonal anti-colagenasa, utilisande
1as muestras logradas de cada uno de los pasos de purificacién. Si el anticuerpo re-
conoce una banda adicional a la de 40 KDa. pueden existir tres posibilidades: i. se ha
identificado una colagenasa diferente a la de 40 KDa, ii. se ha reconocido la colagenasa

de citotrofoblasto completa, de 1a cual deriva la colagenasa de 40 KDa. o bien, iii. se

ha identificado otro fr to que junto con la colagenasa de 40 KDa constituyen una
colagenasa con un peso molecular més elevado. Otra posibilidad es que la colagenasa
de 60 KDa sca In formn glicosilada de la ensiina de 40 KDa.

Por otra parte. en un érgano tan complejo como 1a placenta cs factible que varias

)] inter ial ibuyan al r bi tabdlico de la coligena. por lo que
o8 plausible que la col ida por Rajabi et ol y la nucatra sean distintas.
Ademds, }a ob ién Jde la col de Rajabi el ol sc hiso a partir de fragmentos de

tejido de los lados maternc y fetal, en tanto que Ia colagenasa de 40 KDa que nosotros

purificamos se recobrd del interior de las células de citotrofoblasto nisladas.
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Dos aspectos importantes en el reporte de Rajabi et of son, por un lado, que la

ext! idn de la col asa de pl ta sc hizo por homogeneizacién del tejido, y por

el otro, el to de doce a di veces ido en la actividad colagenolitica

después de reduccién del extracto placental con diticthreitol 2 mM y alquilacién con
iodoacetamida 5 mM para inactivar al inhibidor tisular de metaloproteinasas. Ademés,
Rajabi et ol obtuvieron un “extracto caliente” del tejido residual de los homogenados

de placenta, del mismo modo que como sc realisé en la ext idn de la col

del dtero de rata en involucién.'? Este método se basa en la suposicién de que la
colagenasa permanece en los precipitados que se forman después de centrifugar a los
homogenados de los tejidos, debido a que se mantienc unida a las fibras de coldgena.

En estas condiciones la extraccidn de la i 8e & 1 do la cold asu

temperatura de desnaturalizacién, que ea de 58-62° C, ya que se crec que un cambio
conformacional del sustrato facilita el desalojamiento dc la enzima. De este modo,

posiblemente una de las raxones para que no detectaramos actividad colagenolitica en

les sob dantes de h dos de vellosidad | tarias es que la colagenasa se
mantuvo unida a lzs fibras de cold en el ipitado

Por lo tanto, seria oportuno realizar los yon de ext ién de col por
h izacién de vellosidad 1 arias utilizando ¢l método de Weeks et al'®,
a intentar descubrir actividad col l{tica en los precipitudos de b dos re-
duciéndolos con ditiothreitol ¥ alquildndolos con iod amida. En caso de que se
detect actividad col. ttica, serfn int 4 oi &ata so tra i
da a la especie de 40 KDa.

También es interesante que Rajabi ef ol seiialan que ¢! tratamicnto de los extractos

i tales con isotiocianato de potasio 3M para inacti a la oz lobulina no

incrementd la actividad colngnnolfﬁcn.

Ya se menciond la posibilidad de que el i to en el redi to de la colagenasa
de trofobl denpués de Ia cr fin en DEAE (Tabla 5) puede ser ocasionado

por la activacién de colagenasa latente presente en la muestra. Es probable que eata

d

activacién se como co ia de la lib ién de un inhibidor unido a la
colagenasa, apareciendo como un fuerte candidato el inhibidor tisular de metalopro-
teinasas (TIMP).

Qué probabilidad existe de que ia colagenasa de 40 K Da aislada de células de citotro-
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foblasto de placentas a término participe en los p de i ién bl {stica du-

rante la implaniacién temprana? Como ya se mencioné. una de las diferencias entre
el trabajo desarroliado por Rajabi et al ¥y el nuestro es que aquel toma tejidos de los
lados materno y fetal de la placenta para extraer la colagenasa, en tanto que nosotros

! id ias vellosidades coriricas para realizar los extractos. La razén

para efectuar csta discrimacién se basa en el hecho de que las vellosidades de las placen-

tas a término derivan direct te del tejido trofobldstico que participa en la invasion

del endometrio durante el primer tercio del embaraso, Nosotros liemos establecido 1a

2

de que la colag de cit foblasto de pl tas a término puede man-
tener una relacidén estrecha con las enzimas que participan en Ia invasién blastocistica.
Hasta el momento nosotros no contamos con ninguna evidencia directa de gue una

enxima con actividad colagenolftica participe en el proceso de implantacién.

Debido a que en México la prictica de abortos ain es considerada ilegal, resulta

Sl bt ot tas h normales en el primer trimestre del embarazo en

ablico como el Instituto Nacional de Perinatologia. Sin embargo,

un hospital del sector
Mucller ot af (1990) han desarrollado una técnica para nislar células trofoblésticas de la
sangre periférica de mujeres con 8 a 12 semanas de embaraso. La técnica consiste en
utilisar los anticuerpos monoclonales FDO66Q v FDO338P. que reaccionan exclusiva-
mente con una proteina dela superficie de ln membrana de células de sincitiotrofoblasto
velloso y de citotrofoblasto no velloso (células en la decidua), acoplados a csferas de
poliestireno preforradas con anticuerpos de oveja anti-IgQ de ratén (fragmento Fc). 13
De esie modo, ahora es posible obtencer células de trofoblasto de !a sangre de mujeres
en ¢l primer trimestre del embaraso, Que pueden examinarse en su capacidad para pro-

ducir colagenasa, Debido a que éstas células deben estar participando activamente en el

p do invasién, seria ionte cultivatlas y i lay ia de col

en el medio condicionado de cultivo.

Hoyhtya et of (1990) han producido anti pos ] les anti- colag Tipo

IV de células de mel. h (A2058) que inhiben la actividad de la entima y la

b basal ituida.

invasividad do las células de melanoma a través de una

Estos investigadores también obtuvieron anticuerpos que, por el contratio, aumentan la

actividad [ la idad invasiva de 1as mismas células.!® Por

lo tanto, existe la posibilidad de que una ves que ¢l problema de la escasa produceidén
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de la colagenasa de 40 KDa purificada de células de cincitiotrofoblaste sca superado,

egta enzima sea utilisada para la produccidn de i pos lonal Estos an-

» I . . n r. n
ticuerpos podrian empl en estudios in t con células de trofoblast

aisladnas de la sangre de mujeres en el primer trimestre del embarnso, para conocer
si la colagenasa de 40 KDa se encuentra en cstas células. En caso de que las células
de trofoblasto aisladas de la sangre de mujeren embarazndas mostraran capacidad in-
vasiva, los anticucrpos también serian dtiles en experimentos de inhibicidén o aumento
de la invasién. Todos estos ensayos contribuirian a rechasar o a aceptar la posibilidad
de que la colagenasn de 40 KDa tenga una contribucidn importante en el proceso de

implantacién placentaria humana.

Los anticuerpos que se generen contea la colagenasa de 40 KDa también podrian
ayudarnos o determinar la localisacidn in sstu de la ensima en el tejido placentario. Esto
resulta importante para conocer las modificaciones en la distribucién de la colagenasa
en diferentes etapas del embarazo. después del parto, o en alteraciones patolégicas que

involucren la remodelacién de la matriz extracelular de la placenta.

En 1988, Yagel et af documents la participacién de la colagenasa como uno de
los mecanismos que facilitan la invasién de membranas por el trofoblasto. Estos in-
vestigadores midieron y compararon la habilidad de trofoblastos humanos de primer
ttimestre con ln de varins lineas tumorales metastésicas, ctiquetadas metabélicamente
con Y3-deoxyuridina (*1-dUR). para invadir una membrana amniética humana libre de
epitelio (constilu‘du por membrana basal y estroma) que fue colacada e¢n una “cdmara

de invasién”, en la que, después de un pen’odo de incubacién, cuantificaron la fraccién

de radjactividad retenida. De este modo determinaron que la invasién en las células tro-

foblasticas fue superior a la invasién producida por las células tumorales metastdsicas.

[y

Ademds. cuando utilizaron inhibidores de proteasas o anti pos conira
plasmina o colagenasn no hubo invasidn; en cambin, al utilisar mersalyl (activador de
procolagenasa) observaron que. tanto en las Hneas trofoblésticas como en las tumorales
metastésicas, la habilidad invasiva aumentaba. También lograron cuantificar produccién
de colagenasa y de laminina en los medios condicionados de las célulss trofobldsticas.
Debido a que se ha reportado que el trofoblasto produce grandes cantidades de ac-
tivador de plasminégeno'® “... que pucden conducir a la produccién de plasmina y

eventual activacidn de procoldgenasa™, Yagel ct ol sugieren “...un papel directo de la

49



1 . N Yy B
pr do la 124

en estos tipos celulares...

Brenner ef af (1989) utilisando transcritos aislados de embriones de ratén, que

fueron procesados por medio de la técnica de transcripcidn inversa para luego efectuar

la plificacién de ias espocificas por la reaccién en cadena de la polimerasa

(TC-PCR). determinaron por Southern blot de estas sccuencias que los RNA mensajeros

de colagenasa, colagenasa/gelatinasa de 68 y 92 KDa y estr. estén pr
en huevos no fertilisados y en embriones en preimplantacidn, incrementando significa-

tivamente su nivel en el estado de blastocisto. También fueron detectados transcritos

para el inhibidor tisular de taloprotcinasas {(TIMP) en el huevo no fertilitado y en
todas las etapas de desarrollo del embrién. Adicionalmente, por medio de la téenica de
simografia sobre geles do SDS-golatina o SDS. i ¥ por i ipitacién de

4 bioaintéti 1 das con [*S]metionina, Brenner ef ol detectaron las

mismas metaloproteinasas en el medio condicionado de cultivos sin sucro de embriones,
cuya actividad fue inhibible por TIMP.137

Por su parte, Moll y Lanc (1990) en un estudio i bistnquimico con el anti-
cuerpo anti-pColl que reconoce procolagenasa y colagensza humeana de los tipos inters-
ticiales, identificaron tincién de la capa trofobldstica en la superficie de vellosidades
coriénicas de placentas humanss de primer trimestre. También detectaron colagenasa

en alguno fibroblastos dentro del estroma velloso y en el citoplasma de células tro-

foblésticas ext Al Posteri te, a nivel ultraestructural empleando la técni
de inmunogold, Moll y Lane lacali {a col en las mi Wosidades de la su-
rficie de células trofoblésti extravell en cultivo y en fibras extracelulares del

tipo de la coldgena 3

Un modelo que puede ser utilisado para tratar de obtencr una idea més completa
de los fendmenoe que se desarrollan durante Ia implantacién del blastocisto es el erizo
de mar. Este organismo produce una proteasa cepecifica activada por Ca?* (ensima
de brote) que es secretada por la bldstula joven para digerir una envoltura protectors

derivada de la matris extracelular del huevo, permitiendo al embrién nadar libremente.

La ensima tiene un peso de 51 KDa y te varias propiedades estructurales y

funci 1

con 1as col de iforcs. Empleando un andlisis Northern blot no

sc detectaron transcritos del gene de la enxima de brote en el RNA preparado de huevos

no fertilisados, por lo que ¢! mRNA de &sta enszima no pertenece al conjunto materno
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de mRNAs. Por medio de run-on con nicl islados de embri en estadoa
aucesivos de desarrollo se midis la tasa relativa de sintesis del mennajero. Eatos fueron
apenas delectables en los estados mas tempranos examinados (estado de 8 ctlulas);
su abundancia incrementé agudamente hasta el estado dec 128 células, después decling
rapidamente y retornd a niveles indetectables en el estado de bléstula nadadora.'®®
No obstante que la participacidn de ensimas del tipo de las colagenasas parece

ser esencial en la migrecién celular durante la i i6n metastdsica, la implantacié

L. . .
blastocistica de los euterios o ¢l brote del eriso ds mar, todavia no se conacen los

mecanismos que regul 1a i ién del para la sintesis de col en
estos eventoa. En la implaniacién la induccién de la colagenasa puede estar mediada

por estimuloa externos que incid sobre el bl i o puede ostar regulada por

mecanismos asociados con la divisidn celular del embridn. Los estudios que se llevaran

a cabo en loa préximos afios tendrdn que estar dirigidos a identificar estos procesos,

(] .
as1 como loa fi que bl 1a oxp én de la col que 4

sor de
utilidad para el desarrollo de estrategins involucradas con el control terapéutico de
algunas enfermedades o en la planeacién de métodos mén eficaces para el control de la
natalidad. Por otra parte, yn que 86lo 3 a § de cada 100 embriones que son trasferidos
despudés de la fertilisacién in vitro completan la implantacién e inician ¢l embarazo!®,
dirmient

el to en el ent sobre |a regulacién de la expreaidn de la actividad de

la colagenasa y de otras proleinasas cn la implantacién tendrd un impacto inmediato
on el mejoramiento de esto Indice, pucslo que estard a nuestro aleance la posibilidad
de manipular la actividad invasiva del embrién. Estos estudios también representardn
un avance en el conocimiento de la metdstasis cancerosa, puesto que o8 mecanismos

. P e
leculares p dos con la invasidn blast tica ap: t son los

que se manifiestan durante la invasién metastisica.
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