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RESUMEN
‘ rLos mecanismos moleculares que conducen a la ruptura de las membranas fetales, asi
como las sefiales que coordinan dicho evento, permanecen aun poco entendidos.
Recientemente se demostrd que la ruptura de las membranas corioamniéticas involucra
un grupo de enzimas denominadas metaloproteasas de matriz extracelular (MMP). Uno
de los miembros de esta familia de enzimas, la colagenasa tipo IV de 92 kDa (MMP-9),
se induce selectivamente durante ia ruptura de las membranas tanto en condiciones
normales como patoldgicas. Por otra parte, se ha descrito que las membranas fetales
producen la interleucina-1p (IL-1B) y el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a), citocinas
proinflamatorias que se encuentran en el liquido amniético durante el trabajo de parto y
que son capaces de estimular la produccion de la colagenasa-1 y la estromielisina-1 en
células coridnicas; sin embargo, aun no se ha estudiado su efecto sobre la expresion de
la MMP-9 en el corioamnios humano. El primer objetivo del presente trabajo fue
caracterizar si la IL-1p y el TNF-a regulan la expresion de MMP-9 en membranas
fetales humanas. El segundo objetivo fue correlacionar la expresion simultanea del
receptor tipo | para el TNF-a (TNF-R1), la MMP-9 y apoptosis en membranas
corioamnidticas provenientes de pacientes con trabajo de parto y ruptura prematura de
membranas (RPM). Membranas fetales obtenidas de embarazos a término con
indicacién de cesarea, sin trabajo de parto y sin historia de infeccion, se separaron
manualmente para cultivar el corion y amnios de manera independiente. Estos
explantes fueron estimulados con lipopolisacarido (LPS), TNF-a o IL-1B. La expresion
de proMMP-9 en los medios de cultivo fue evaluada por la técnica de zimografia. La

produccién de IL-1B y TNF-o. se determindé por ensayos inmunoenziméticos. Para



resolver el segundo objetivo, se midio la actividad gelatinolitica por zimografia in situ y

e ‘zim'ogiaﬁ‘a en extractos de membranas con: 1) trabajo de parto, 2) cesarea y 3) RPM.

'Se' analizd la fragmentacion del DNA in situ y en el DNA extraido de las misma

“““membranas. Por medio de histoquimica se analizé la expresién del TNF-R1, asi como

Ia colocalizacién de MMP-9 y células apoptéticas. Los explantes de amnios mostraron
un aumento d05|s dependlente de la actividad de proMMP-9 cuando se estimularon con

LPS TNF oco" IL 1[3 La presencia de anticuerpo neutraiizante anti-TNF-¢, pero no anti-

: IL 1[3 dlsmmuyoA Ia respuesta al LPS. En el caso del corion y corioamnios no se observo

"!" Mlncremento en la actividad de proMMP-9 cuando fueron estimulado con LPS,
;yb_"lTNF-(xo IL-1B; sin embargo, el corion sintetizd6 ambas citocinas al incubarse con LPS.

"','\:Por otra parte, se observd aumento de la actividad gelatinolitica en los tejidos y
'v'extractos de RPM y de trabajo de parto, comparativamente con los de cesarea. En
todas las muestras se localizaron células apoptdticas, sin embargo, fueron mas
abundantes en las muestras de trabajo de parto y RPM. La fragmentacion del DNA in
situ fue corroborada mediante electroforesis en gel de agarosa con el DNA extraido. La
: V,'Vinmunohistoquimica fue positiva para MMP-9 en las muestras de trabajo de parto y
ﬁPM, que se colocalizé con células apoptdticas. Las laminillas estudiadas mostraron la
asociacion del TNF-R1 en las membranas con RPM y trabajo de parto, mientras que las
membranas de cesarea se asociaron al TNF-R2. Los resultados del presente trabajo
sugieren que la actividad de proMMP-9 en el coriopamnios humano es regulada de
manera autocrinal/paracrina por citocinas proinflamatorias. La presencia de esta enzima
se asocia con fendbmenos de muerte celular programada y la expresion del TNF-R1 en

membranas fetales obtenidas de pacientes con RPM y trabajo de parto.



ABSTRACT

The mechamsmsthat brédispose the fetal membranes to rupture, as well as the signals
egulatlngthe rcrnir'i‘sevf of such changes, remain poorly understood. Expression of matrix
'nflyéf‘él.ldprdrteiﬁase-g has been associated with rupture of fetal membranes in normal and
pathological conditions. Recently, it has been demonstrated that fetal membranes
produce interleukin-13 and tumor necrosis factor-a, proinflammatory cytokines that
increase MMP-1 and MMP-3 expression in human chorionic cells. The effect of these
cytokines in the MMP-9 production by the human chorioamnion has not been
established. The objective of this study was to determine the presence of
autocrine/paracrine regulation of 92 kDa collagenase type IV (MMP-9) expression
mediated by proinflammatory cytokines (i.e., tumor necrosis factor-o. and interleukin-13)
in human fetal membranes. The secondary aim was to correlate the expression of MMP-
9 and presence of tumor necrosis factor receptors (TNF-R)-1 and 2 with apoptosis in
human chorioamnion subsequent to premature rupture of membranes (PROM), labor
ahd cesarean section (C/S, no labor). Fetal membranes obtained from women who
underwent C/S before labor and with no history of infection were manually separated
into amnion and chorion layers and maintained in culture. These explants were
stimulated with TNF-o, IL-1 B and either lipopolysaccharide (LPS) alone or LPS with
anti-TNF-a or anti-IL-1 § neutralizing antibodies. Levels of MMP-9 activity in culture
media were evaluated by zymography. Enzyme-linked immunosorbant assay was
performed to measure the quantity of IL-1 B and TNF-o after LPS stimulation. To
address the secondary objective, fetal membranes were obtained after labor, C/S, or

PROM, and MMP-9 expression was measured by immunohistochemistry, in situ



zymography, and zymography. Localization of TNF-R1 and 2 was done by
immunohistochemistry. Apoptosis was assessed by in situ 3' end- labeling technique
and DNA fragmentation in égérqée geI electrophoresis. MMP-9 activity was upregulated
after stimulation of the amnion‘j'b:)) LPS, TNF-q, or IL-1 B. The increased activity of MMP-
9 resulting from LPS stimulation in the amnion was blocked by the addition of a TNF-a
neutralizing antibody, but not with an IL-1 B antibody. No significant effect of LPS, TNF-
o, or IL-1 B on MMP-8 expression was observed in the chorion or chorioamnion,
however, the chorion produced both cytokines when stimulated with LPS. /n situ labeled
DNA fragments indicating apoptotic cells were scarce in membranes from C/S,
abundant in those from normal labor, and more abundant in those from PROM. DNA
laddering in agarose gel electrophoresis corroborated DNA fragmentation. MMP-9
immunoreactivity was high in the extracellular matrix of membranes from labor and
PROM. Gelatinolytic activity was associated with extracelular matrix rather than cells
and was higher in extracts from PROM and labor membranes than in membranes
obtained after C/S. TNF-R1 also was abundant in membranes from normal labor and
more abundant in those from PROM. By contrast TNF-R2 was abundant only in
membranes from C/S. Therefore, these data indicate that MMP-9 is produced by the
amnion, but not the chorion, in response to LPS. Because anti-TNF-o neutralizing
antibody inhibits MMP-8 activity in the amnion, TNF-o. appears to upregulate MMP-9
production by the amnion in an autocrine fashion. Meanwhile, TNF-a and IL-1 (3
produced by the chorion may upregulate amnionic MMP-9 production in a paracrine
manner. Finally, apoptosis appears to be correlated with MMP-9 activity and TNF-R1

expression in PROM and labor membranes.



INTRODUCCION

- El'embarazo humano termina generalmente con la induccién espontanea del
4tra:b‘ajo de parto, momento en e! que coinciden una serie de mecanismos coordinados
o 'paré‘igarantizar el nacimiento. Durante este periodo, participan al menos tres tejidos
""driférentes: el miometrio, el cérvix y las membranas fetales. Cada uno de ellos

eXperimenta una serie de cambios bioquimicos que los preparan para expulsar al
producto de la cavidad uterina. Por ejemplo, durante la primera etapa del trabajo de
parto, el cérvix disminuye el contenido de colagena en su matriz extracelular
ocasionando su dilatacion y borramiento. En las etapas subsecuentes, el miometrio
incrementa la cantidad de receptores para oxitocina y el numero de uniones gap. Estos
cambios permiten que las contracciones uterinas se sincronicen en respuesta a los
cambios en la pulsatilidad de la oxitocina, es decir, la hormona estimula la actividad
uterina, mientras que el flujo de sefnales eléctricas entre miocitos es rapido y sincrénico
gracias a la cantidad de uniones gap. Por su parte, las membranas fetales incrementan
‘la produccién de enzimas que degradan proteinas de la matriz extracelular,

jocasionando su debilitamiento y finalmente su ruptura [1].

Las membranas fetales o corioamnisticas han sido reconocidas como barrera
mecanica que mantiene aislado al producto durante la gestacion; sin embargo, se han
identificado otras propiedades que las asocian con la produccion del liquido amniético,
factores de crecimiento, citocinas y hormonas. Al final del embarazo, las membranas
fetales experimentan una serie de cambios bioquimicos y morfolégicos que le hacen

perder su elasticidad e integridad, culminando con su rompimiento durante el trabajo de



’ parto [2 3] Esta serie de eventos se asocian de modo sincrénico en el parto normal

'yrcon Ia actlwdad uterina y los cambios del cérvix; sin embargo, existe la posibilidad de

' _queglos camblos del corioamnios sucedan de manera independiente y fuera de

"sincronizacion. Esta patologia obstétrica se denomina ruptura prematura de

membranas (RPM).

La definicion formal de la RPM es la salida de liquido amnidtico por lo menos dos
horas antes del inicio del trabajo de parto; si ésta sucede antes de la semana 37 de
gestacion, se denomina como ruptura prematura de membranas pretérmino. Su
prevalencia es del 5 al 10% de todos los embarazos vistos en México, mientras que las
complicaciones mas frecuentes asociadas a esta patologia son las infecciones
intrauterinas, infecciones neonatales (neumonia, sepsis, meningitis), desprendimiento
previo de placenta y prolapso de corddn, por lo que se le considera un problema real de

salud [1].

MODELO GENERAL DE LA RUPTURA DE MEMBRANAS

Tradicionalmente la ruptura de membranas fetales se ha atribuido al estrés
mecanico que sufren durante el trabajo de parto; sin embargo, durante los ultimos
aflos, se ha asociado a cambios bioquimicos que incluyen el incremento en la
produccion de enzimas que degradan la colagena, proteina que le da la fuerza tensil a
la membrana, asi como a la induccién de procesos apoptéticos en el corioamnios.
Estos cambios estructurales ocurren en regiones localizadas de la membrana en donde

de manera orquestada se disminuye el contenido de colagena y el nimero de células



tanto amnidticas - como coridnicas.. La consecuencia de estos eventos es el

debilitamiento de las,m'_embranas fetales, que asociado al estiramiento ocasionado por

las contracciones uterinas p

[ Disminucién generalizada
s e de la fuerza tensil

Estiramiento de la ‘ Defectos locales en la
membrana fetal membrana fetal
(produccion de IL-8)

Ruptura normal o

patolégica de la
Degradacion de la Matriz membrana fetal Disminucién del contenido
extracelular amniética de colagena en el amnios —
W (incremento de MMPs y ) (sintesis de coldgena
disminucion de TIMPs) ) . disminuida)

Apoptosis de
células amnidticas

Initabilidad uterina

" Produccién de
prostaglandinas

T ‘ Produccion de

glucocorticoides

Infeccion del tracto genital
(presencia de prot
bacterianas, IL-1 y TNF-a)

Figura 1. Diagrama de los diferentes mecanismos que se han propuesto para explicar la
ruptura de membranas fetales de manera normal o patoldgica (Tomado de Parry S, Strauss
JF 1ll. Premature Rupture of the Fetal Membranes. N Engl J Med 1998;338:663-70).




MEMBRANAS FETALES

Las membranas fetales estan constituidas por dos capas principales que
contienen diferentes poblaciones celulares. La capa mas adyacente al feto se
denomina amnios, mientras que la capa que se encuentra mas cerca de la pared

‘uterina-es el corion. El amnios se considera como tejido avascular, mientras que el

corion posee algunos vasos sanguineos provenientes de la placenta que se atrofian a

*lo'largo del embarazo (Figura 2).

Figura 2. Anatomia e histologia de las membranas coricamniéticas (Tomado de http://iwww.
meddean. luc. edu/lumen/MedEd/Histo/frames/h_fram22.html y http:// health. discovery. com/
minisites/pregnancyy/).
El amnios esta formado por una monocapa de células epiteliales de apariencia
cuboide, con microvellosidades adheridas a una membrana basal constituida por
colagena tipo Ill, IV, V, laminina y fibronectina. Por debajo de ésta, se encuentra el

tejido conective amnidtico conformado de dos capas, una acelular que contiene una red

densa de proteinas fibrilares denominada compacta y otra zona que contiene
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fioroblastos. En ambas capas, las proteinas que forman la matriz extracelular son
laminina, fibronécﬁiﬁa y colagena tipo Ill, IV y V. Entre el amnios y el corion se
encuentra la capa"ésponjosa constituida por proteoglicanos y colagena tipo [, Il y IV,
cuya funci‘ké’n' es disminuir el estrés mecanico, permitiendo el desplazamiento del

. amnios sobre el corion [4-7].

Por su parte, el corion se divide en tres capas principales: 1) la reticular,
compuesta por proteoglicanos y colagena tipo |, I, IV, V y VI que soportan células
fusiformes y estrelladas, 2) la membrana basal conformada por laminina, fibronectina y

colagena tipo IV y 3) la capa de trofoblastos (4, 6, 7].

Ademas de los diferentes tipos de colagena presentes en la matriz extracelular
del corioamnios, existen otras proteinas como la elastina, fibronectina, lamina y
proteoglicanos incluidos en el tejido conectivo de este tejido, que en conjunto le
proporcionan una fuerza tensil elevada para soportar el estiramiento mecanico durante

el embarazo y el trabajo de parto (Figura 3) [6].

MECANISMO DE LA RUPTURA DE LAS MEMBRANAS FETALES

El mecanismo normal que condiciona el rompimiento de las membranas fetales
es aun poco entendido, sin embargo se ha asociado con mayor frecuencia al
debilitamiento generalizado de las membranas debido al constante estiramiento
durante las contracciones uterinas, asi como al aumento de la presion intrauterina

durante el trabajo de parto. Aunque los factores mecanicos juegan un papel importante,



xisten eV@enéiéé que indican que la ruptura del corioamnios tiene origen multifactorial,
a.que la_s ﬁéﬁbranas fetales provenientes de RPM son intrinsecamente defectuosas y
el deblli‘témiento que sufren es localizado y antecede al trabajo de parto; por lo tanto, se
plantea la posibilidad de que existan cambios bioquimicos especificos en las

membranas que coordinados o no con las contracciones uterinas facilitan su ruptura [4,

Capa Reticular proteoglicanos

Membrana basal Colagena tipo 1V, fibronectina, laminina

Trofoblastos

7, 8].
Capa Composicion de la matriz extracelular
4_‘_ AMNIOS
Q—I_ Epitelio
Membrana basal gggg:;?ngpo 11, 1V, V, laminina,
l Colagena tipo |, lli, VI, laminina,
l Capa compacta ﬁbrogectinap
4“] Fibroblastos t?t;)rlgr?:gt?n:\po 1, I, VI, laminina,
Capa esponjosa Colagena tipo |, ll, IV, proteoglicanos
CORION
l Colagena tipo |, lll, IV, V, VI,
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Figura 3. Representacion esquematica de la estructura de las membranas fetales a término.
Se muestra la composicién de la matriz extracelular y la producciéon de MMPs de cada capa
(Tomado de: Parry S, Strauss JF lil. Premature Rupture of the Fetal Membranes. N Engl J
Med 1998;338:663-70).

Considerando que el mantenimiento de la fuerza tensil de las membranas fetales
involucra el equilibrio entre la sintesis y la degradacion de los componentes de la matriz

extracelular, existen evidencias que indican que la disminucion en la cantidad y/o




o cjaljdéd de colagena y aumento en la actividad colagenolitica son factores asociados a
o Ia ruptura normal y/o a la RPM [7, 9]. Por ejemplo, Skinner y cols. y Kanayama y cols.
éhcontraron gue las membranas que se rompen de manera prematura tienen un menor
contenido de coldgena [10, 11]. En cuanto a la actividad colagenolitica, recientemente
se demostrd que el incremento de MMP-9 se asocia a una disminucion en la fuerza
tensil en membranas corioamnidticas obtenidas de pacientes con trabajo de parto a

término [12].

FACTORES QUE ALTERAN EL CONTENIDO Y CALIDAD DE COLAGENA EN LAS MEMBRANAS FETALES

Metaloproteasas

La degradacién de la colagena es mediada principalmente por una familia de
mas de 20 endopeptidasas denominadas metaloproteasas de matriz extracelular
(MMPs), las cuales se dividen en 4 clases principales: 1) colagenasas, 2) gelatinasas,

3) estromielisinas y 4) MMPs de membrana celular (Tabla 1) [13].

Las MMPs comparten caracteristicas estructurales que incluyen: 1)
requerimiento absoluto de zinc como cofactor, 2) se sintetizan como preproenzimas, 3)
se secretan al espacio extracelular como proenzimas inactivas y 4) se activan del

zimoégeno o proenzima a la enzima.




« MMP “Nombres Peso (kDa) Sustrato

proenzima enzima

I R cblagenasa-1, colagenasa 55 45 colagena tipo |, 11, I,
: intersticial VIi, VI, X,
'8 ‘colagenasa-2, colagenasa de 75 58 colagena tipo |, I, I,
neutréfilos V, VI, VilI, X,
fibronectina, laminina,
elastina
13 colagenasa-3 60 48 colagena tipo I, Ui, I,
v
2 colagenasa tipo IV de 72 kDa, 72 62 colagena tipo |, I, I,
gelatinasa A Vv, Vv, VII, X, XI,

gelatina, laminina,
fibronectina.

°] colagenasa tipo IV de 92 kDa, 92 82 colagena tipo |, I, i,
gelatinasa B v, Vv, Vil, X, Xi,
gelatina, laminina,
fibronectina.

3 estromielisina-1 57 45 colagena tipo II, Ill, IV,
IX, X, Xl, fibronectina,
laminina

10 estromielisina-2 57 44 colagena tipo I, IV,

V, fibronectina,
elastina, laminina

11 estromielisina-3 51 44 fibronectina, laminina
14 MMP de membrana celular-1 66 56 colagena tipo I, I, I,
v

Tabla 1. Nomenclatura, peso molecuiar y sustratos de las melaloproteasas de matriz
extracelular. (Modificado de Calbiochem Corp., San Diego, CA y Amersham Pharmacia
Biotech, Inc., Piscataway, NJ).

El estado inactivo de la proenzima se mantiene por el grupo sulfhidrilo no
apareado de la cisteina, que se encuentra cerca del extremo carboxilo del dominio del
propéptido. Este grupo sulfhidrilo actta como una cuarta ligadura para el zinc presente

en el sitio activo, por lo tanto la activacion requiere que esta interaccion cisteina-zinc



V”VSe;a;_”felim ada un"a,proteolisis enzimatica del propéptido o por modificaciones
" qult wu‘e:stos que activan las MMPs incluyen agentes no enzimaticos y
m’;;lo se ha observado que la presencia de especies reactivas de
os organomercuriales activan a las MMPs [14]. En el caso de los
‘ meca nzimaticos encontramos que proteasas bacterianas, el activador de
;pl:as,m‘lvr)o‘gqno Ly ias mismas MMPs activan proMMPs presentes en el espacio

'éx'tAraéelelar [15]. A este respecto, se ha mostrado que la MMP-2 y la MMP-3 activas,

son capaces de activar la proMMP-9 para dar lugar a la MMP-9 [16, 17].

A pesar de la similitud en la estructura y activacion de las MMPs, existe una
diferencia importante en [a especificidad de los sustratos; por lo tanto, el catabolismo
efectivo de los diferentes componentes de la matriz extracelular requiere de la accion

épncertada de varias MMPs. Por ejemplo, la MMP-1, 8 y 13 cortan la triple hélice de la

_I‘i‘_‘col‘égena fibrilar, dando lugar a fragmentos que se desnaturalizan a gelatina. Estos

fragmentos son degradados por las gelatinasas (MMP-2 y MMP-9), que junto con las

 estromielisinas cortan colagena tipo IV, fibronectina y laminina [13].

La actividad de las MMPs debe ser controlada de manera precisa para evitar
dafo excesivo a los tejidos. Existen dos tipos de inhibidores naturales para estas
enzimas, los inhibidores presentes en el suero como son las macroglobulinas y los
inhibidores tisulares (TIMPs), que se unen al sitio activo de las MMPs formando un
complejo estequiométrico 1:1. El TIMP-1 tiene preferencia por la unién con la MMP-1,
MMP-8 y MMP-9, mientras que el TIMP-2 forma complejo preferencialmente con la

MMP-2 [18].




En cuanto a las membranas fetales, se ha observado que al inicio el trabajo de
pérftd,r I;é rie‘lacicr'm MMPs/TIMPs se desplaza hacia la degradacion proteolitica de la
nﬁétriz extracelular, es decir, aumenta la concentracion de MMPs y disminuye la de
TIMPs. Por ejemplo, en el amnios de la rata se demostrd incremento de la actividad
MMP-1 y MMP-9 horas antes del inicio del trabajo de parto. En el humano, se ha
mostrado incremento en la expresion y actividad de la MMP-1, MMP-3, MMP-8 y MMP-
9 y que coexiste con la disminucion de TIMP-1 en membranas fetales obtenidas de
trabajo de parto, comparativamente con aquellas obtenidas de cesarea [19-23]. Estos
cambios reflejan una serie de eventos que controlan la degradacion de la matriz

extracelular de las membranas fetales desde el inicio hasta el final del trabajo de parto.

Deficiencias nutricionales

Las concentraciones deficientes de nutrimentos han sido relacionadas con la
-RPM [7, 24]. Por ejemplo, Artal y cols. asociaron una disminucién en la concentracion
de cobre en el suero materno y de cordén umbilical con el desarrollo de RPM [25]. Por
su parte, Wideman y cols. demostraron que mujeres con concentraciones plasmaticas
de acido ascoérbico por debajo del valor normal en el Ultimo trimestre de gestacion,
tienen mayor probabilidad de desarrollar RPM [26]. Casanueva y cols. determinaron
que niveles bajos de vitamina C en leucocitos de mujeres embarazadas a partir de la

semana 20 hasta el final de la gestacion se asocian a la RPM [27].
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- Los mecanismos por los cuales el cobre y la vitamina C puedan funcionar como
factores protectores para presentar RPM en las mujeres embarazadas aun
'permanecen poco entendidos, sin embargo pueden relacionarse con la biosintesis de
colagena, principalmente durante las modificaciones postraduccionales y/o la expresion

de enzimas capaces de degradarla.

En cuanto al metabolismo de colagena, se sabe que el acido ascérbico estimula
diferentes dioxigenasas que contienen Fe®* como son la prolil y la lisil hidroxilasa. La
funcion del acido ascérbico en estas enzimas es proveer electrones para mantener al
hierro metalico en su forma reducida y de esta forma estimular a la enzima. Estas
observaciones implican que el acido ascdrbico no se requiere para la hidroxilacion
como tal, pero si para mantener en su estado ferroso al hierro que se encuentra en el
sitio catalitico de las hidroxilasas. Estas enzimas convierten a la prolina en 4-
hidroxiprolina y a la lisina en 5-hidroxilisina. Una vez terminados los procesos
postraduccionales de hidroxilacion, ocurre la formacién de la triple hélice de
procolagena, en donde la estabilizacion de ésta se logra mediante la formacion de
puentes de hidrogeno en donde el grupo hidroxilo de la hidroxiprolina juega un papel
importante. En condiciones normales, la procolagena sintetizada es finalmente
secretada; sin embargo, una disminucion en la formacion de la hidroxiprolina por
ausencia de ascorbato, origina una procolagena inestable en donde las cadenas se
desnaturalizan rapidamente, aumentando su degradacion intracelular y disminuyendo

su secrecion [24, 28].

1




La procolagena secretada es procesada y ensamblada cerca de la superficie
ceAluIar: béka formar las fibras de colagena, las cuales se estabilizan por la formacion de
' : uniénéé covalentes entre los residuos de lisina e hidroxilisina mediante la enzima lisil
oxidasa. Esta enzima contiene un jon cobre en su sitio activo, por lo tanto, una

deficiencia de este mineral origina colagena de baja calidad [29, 30].

Por ofra parte, se ha comprobado que la presencia de ascorbato influye la
expresion y actividad de MMP-2 en cultivos de células amnidticas [31]. Mas aun,
cuando se estimulan los amniocitos en cultivo con TNF-a en presencia de ascorbato,

se observa reduccion en la actividad gelatinolitica de MMP-9.

Ambos mecanismos, sintesis defectuosa de colagena e incremento de la
actividad colagenolitica, explican por qué una mujer con concentracién deficiente de

vitamina C y/o cobre presenta un mayor riesgo para desarrollar la RPM.

FACTORES CLINICOS ASOCIADOS A LA RUPTURA PREMATURA DE MEMBRANAS
~“Infeccién

Cabe mencionar, que la presencia de infeccién local o sistémica se encuentra en
un porcentaje elevado de las mujeres que presentan RPM, por lo que se postula que de
manera directa o indirecta, la existencia del proceso infeccioso puede inducirla (Figura

4), sin embargo, aun existe cierta controversia acerca de una relacion causal entre

éstas, ya que la interpretacion de los resultados varia de un estudio a otro. Algunos
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investigadores, que han realizado metanalisis de la literatura, proponen la existencia de

una especificidad y temporalidad de asociacion entre la infeccion y la RPM [32-34].

Las teorias actuales que vinculan la infeccion con la RPM, proponen tres
posibilidades; 1) que las manifestaciones sean efecto directo de los productos
bacterianos, 2) que sean consecuencia de la respuesta inmune o 3) que sean una

mezcla de ambos [8].

Respuesta celular

¢ Proteasas
bacterianas

MMPs

v

Degradacion de la matriz
extracelular

v

Disminucion de la fuerza
tensil

v

RPM

Figura 4. Diagrama de los diferentes mecanismos que se han propuesto para explicar la
participacion de la infeccién en la ruptura prematura de membranas.

Diversos microorganismos que normalmente se encuentran como flora normal en
el tracto genitourinario femenino, son capaces de secretar proteasas que tiene
actividad colagenolitica y fosfolipasa Az que hidroliza los fosfolipidos de las membranas

celulares, liberando araquidonato. El incremento de los niveles de araquidonato
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‘promueve la elevacion en las concentraciones locales de prostaglandina Ez (PGE3) y
présfaglandina F2. (PGF2,), gque en conjunto con las proteasas bacterianas, juegan un
Vpapel importante en la induccién de las contracciones uterinas y de la degradacion de
los componentes moleculares de la matriz extracelular [7, 8, 35]. Por otra parte,
recientemente se establecié una asociacion entre el incremento de la sintesis de MMP-
2 y MMP-9, y la disminuciéon de la produccion del inhibidor tisular de metaloproteasas
(TIMP-2), con la presencia del lipopolisacarido (LPS) en cultivo de membranas
corioamnidticas, lo que plantea la posibilidad de que algunos productos bacterianos

tengan un efecto directo en la sintesis de MMPs [36].

La respuesta inflamatoria del hospedero constituye otro mecanismo importante
en el desarrollo de la RPM, ya que la migracién de células polimorfonucleares o
monocitos al sitio de la infeccion ocasiona la liberacion de prostaglandinas y citocinas
proinflamatorias como IL-1, IL-6 y TNF-o, las cuales han sido relacionadas con el
incremento en la produccion de enzimas que degradan los componentes moleculares

de la matriz extracelular en células coridnicas humanas [37-39].

Apoptosis

Asociado a la degradacion de la matriz extracelular, debe existir la aparicién de
procesos apoptéticos en las membranas fetales que aseguren que la muerte celular
masiva al final de la vida util del corioamnios, no se acompafie de fendmenos
inflamatorios que podrian mediar efectos dafiinos sobre el producto o la madre. Al

respecto, recientemente se ha ligado la inducciéon de muerte celular programada con la
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. degradacnon del teudo conect

"el'bbriba'rhnios durante el trabajo de parto de la rata

‘En el caso del corloammos’humano ‘estudios recientes demuestran que la

”’;[401

ﬂapoptosus esun fenomeno que aparece en Ia zona adyacente al sitio de ruptura durante

‘el trabajo de parto [41].

: REGU}LACl(‘jN DE LA EXPRESION DE MMPs Y APOPTOSIS EN EL CORIOAMNIOS POR CITOCINAS
PROINFLAMATORIAS

- En los ultimos afios se ha descrito con claridad la participacion de las MMPs, asi
“como la induccidon de apoptosis durante la ruptura de ias membranas fetales, sin
embargo, aun no se ha definido completamente la forma en cémo son regulados

ambos procesos.

El aumento de citocinas proinflamatorias (IL-1 y TNF-o) en el liquido amniético al
final del embarazo o la RPM, sugiere su participacion como moléculas moduladoras de
los cambios bioquimicos y morfolégicos que sufren las membranas corioamniéticas

~.durante su ruptura [42-44]. Por ejemplo, Katsura y cols. demostraron que IL-1a es

" capaz de estimular la actividad colagenolitica en células coriénicas [37], mientras que

So y cols. determinaron el mismo efecto utilizando TNF-o [38]). En el caso del epitelio
amnidtico, se observd que la IL-10. aumenta la expresion de la MMP-9 y MMP-1 [45].
Estudios recientes utilizando el modelo animal del mono Rhesus, demuestran que la
infusion de IL-13 en el h’quido amnidtico induce la produccion de MMP-9 [46]. Este
hjodelo muestra la existencia de una relacion temporal de los eventos in vivo, es decir,

-e} incremento de citocinas en el liquido amnidtico precede a la sintesis de MMPs.
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En wc:ruarlv'ltcb:oravléi muerte '<V:“elrulla”r pro‘gArramarcjérl‘dé,rla# rﬁémbranas fetales, resalta de
7 rﬁanera importante |la posible participacién del TNF-d, ya que es una sefial conocida
capaz de inducir este proceso en diferentes estirpes celulares [47]. El TNF-a es una
proteina que consta de 233 aminoacidos (26 kDa) en su forma transmembranal, y que
al procesarse por una metaloproteasa, libera una proteina soluble de 157 aminoacidos
(17 kDa). El efecto que ocasiona el TNF-o. depende del receptor que expresa cada
célula; por ejemplo, la actividad citotoxica o apoptética parece mediarse por el receptor
tipd I (TNF-R1) o CD120a, mientras que la accion como factor de crecimiento depende
del receptor tipo Il (TNF-R2) o CD120b [47-51]. En lo que se refiere a las membranas
fetales, Fortunato y cols. reportaron la presencia del TNF-R1 en membranas fetales
obtenidas de pacientes con trabajo de parto [52], mientras que Austgulen y cols. y
Yelavarthi y cols. encontraron que la placenta expresa ambos receptores para TNF-a

[53, 54].

- En ylo que se refiere a la produccién de IL-1 y TNF-o, estudios in vivo han
'r:éportado que las membranas fetales aumentan su sintesis al final del embarazo y
durante la RPM [55-57]. Los experimentos in vitro mostraron que la estimulacién de
explantes de coriocamnios con LPS induce un incremento significativo en la produccion
de TNF-o e IL-1 [58-60}, lo cual confirma la capacidad de este tejido para transcribir y

sintetizar citocinas proinflamatorias.
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0 que se cuenta con informacién sobre la produccion y el efecto de
mbranas fetales humanas; sin embargo, aun no existen evidencias

rca del efectodel TNF-o. o IL-1B sobre la induccion de la MMP-9 en el corioamnios

humano.:Mas aun, no se ha estudiado el tejido especifico que produce esta enzima.

:._Po:r otvr'a‘parte, la relaciéon entre la apoptosis, la degradacion de la matriz extracelular y
" el tipo de receptor para TNF-o expresado en las membranas fetales durante su ruptura

normal o prematura, aun no ha sido investigado.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de citocinas proinflamatorias en la expresién de MMP-9 por
el corioamnios humano en un modelo in vitro y correlacionar procesos de muerte
celular programada con la produccibn de MMP-9 en membranas fetales, para
establecer el mecanismo por el cual se induce su ruptura del corioamnios tanto en

condiciones fisiolégicas como patologicas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Establecer y estandarizar un modelo in vitro de explantes de membranas
corioamnidticas humanas.

2. Determinar el efecto de TNF-«, IL-1 B y LPS sobre la produccion de mediadores de
degradacion de tejido conectivo en explantes de amnios, corion y corioamnios
humanas.

3. ldentificar y cuantificar apoptosis en membranas corioamniéticas humanas con y sin
trabajo de parto, asi como con ruptura prematura.

4. Evaluar la relacion entre el proceso apoptédtico y la expresion de MMP-9 en
membranas con y sin trabajo de parto, al igual que con ruptura prematura.

5. Establecer la correlacidon entre la apoptosis y la actividad colagenolitica en
membranas prbvenientes de pacientes con cesarea, trabajo de parto y RPM.

6. ldentificar la distribucion diferencial de receptores para TNF-o. en membranas con y

sin trabajo de parto, al igual que con ruptura prematura.
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 Primera parte

DISENO EXPERIMENTAL

Colectar membranas fetales de
pacientes con indicacién de cesérea

Cultivar el corioamnios, corion y
amnios

-

|

Determinacién de
viabilidad mediante
la liberacién de LDH

v

[ Awmnios |

[ cortoamnios |

P —

v
[  corion |
| 4

\ 2

Estimular con Estimular Estimular con Estimular Estimular
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anti-TNF-ot y ‘ I —

anti-IL-183 V- v

| > Determinacion de la actividad de proMMP-9 por Determinacién de
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Segunda parte

Colectar membranas fetales de pacientes con indicacion de
cesarea, trabajo de parto y ruptura prematura de membranas.

v

v

Fijar en p- Incluir en Tissue- Extraccion Extraccion
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Inmunohistoquimica

de MMP-9, TNF-Rs

y técnica de TUNEL
(apoptosis)

Zimografia
in situ
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en gel de
agarosa al 2%

Zimografia




METODOS

TeEJDOS

Se colectaron membranas fetales de los siguientes grupos:

1) Mujeres embarazadas de 38 a 40 semanas de gestacién, con trabajo de
parto espontaneo sin ninguna patologia asociada.

2) Mujeres embarazadas de 38 a 40 semanas de gestacién, con indicacion de
cesarea, sin trabajo de parto activo y sin patologias asociadas.

3) Mujeres embarazadas de 25 a 40 semanas de gestacion, sin infeccion y con
diagndstico de RPM, la cual se define como la salida de liquido amnidtico
por lo menos dos horas antes del inicio del trabajo de parto en embarazos de

al menos 20 semanas de gestacion.

Un fragmento obtenido de la zona media de cada membrana fue fijado en

_..solucién  de paraformaldehido al 4% para los estudios de inmunohistoquimica y

Vci:letecc'ién de fragmentacién de DNA in situ. Otros fragmentos fueron congelados a
-70°C en solucién comercial Tissue-Tek OCT (Sakura Finetek, CA, U.S.A.) para la

z‘imog_rafia in situ o en solucién amortiguadora de fosfatos para la extraccion de MMPs
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CULTIVO DE EXPLANTES

» Parrrar el éuitivd de las membranas fetales se siguid la técnica descrita por
Fortunato y cols. [61). De modo breve, se emplearon membranas fetales de embarazos
a término con indicacion de cesdrea sin trabajo de parto ni infeccién. Después de
colectadas en el quiréfano se procedid a lavarlas con amortiguador de fosfatos para
eliminar sangre o coagulos adheridos. Una vez limpias, las membranas se separaron
manualmente para cultivar el corion y amnios de manera independiente. Se realizaron
cortes circulares de 10 mm de diametro de cada membrana y se colocaron en cajas de
24 pozos (dos explantes/pozo) en medio DMEM (Gibco, BRL, Bethesda, U.S.A.)
complementado con suero fetal bovino al 10% (Gibco, BRL, Bethesda, U.S.A.), piruvato
de sodio 1 mM (Gibco, BRL, Bethesda, U.S.A.) y una mezcla de penicilina 100 U/ml, .

estreptomicina 100 ug/ml y anfotericina B 0.25 ug/ml (Gibco, BRL, Bethesda, U.S.A.).

Los explantes se incubaron en una estufa Forma Scientific modelo 3158 durante

‘{ 5 'dia's a 37°C en atmodsfera de 5% de CO,. El medio de cultivo se cambid cada 24

" ““horas y un dia previo a la estimulacién, los explantes se incubaron en medio

o complementado con hidrolizado de lactoalbumina al 0.2% (Gibco, BRL, Bethesda,

U.S.A.) en lugar de suero fetal bovino. La viabilidad de los explantes se determiné
mediante la liberacién de Ila lactato deshidrogenasa (LDH) en el medio de cultivo,
utilizando el estuche comercial CytoTox 96 ® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay
(Promega Corp., Madison, U.S.A.). La liberacion méxima se obtuvo incubando los

explantes en medio de cultivo con Triton X-100 al 1%. Los resultados se expresaron en
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pdrcentaje de viabilidad, calculado con la siguiente formula: % Viabilidad=100 X (1-

(liberacién espontanea de LDH/liberacion maxima de LDH)).

Los explantes se estimularon con diferentes dosis de citocinas (TNF-o e IL-1B) 0
v LPS y 24 horas después los medios de cultivo fueron recolectados y almacenados a
-;/O‘;C hasta ser usados para determinar la presencia de MMP-9 o citocinas
respectivamente. Para los ensayos de neutralizacion, los explantes de amnios fueron
estimulados con 1 ng/ml de LPS en presencia de diferentes concentraciones de un

anticuerpo anti-TNF-o. 0 anti-IL13 (R & D Systems, Minneapolis, U.S.A.).

PREPARACION DE LOS EXTRACTOS DE CORION Y AMNIOS

Se homogenizaron de 1 a 2 g de amnios o corion en dos voliumenes de Tris 50
mM, pH 7.4, que contenia NaCl 0.15 M y CaCl; 100 mM de acuerdo al método de
Woessner y Taplin [62]. La concentracion de proteinas de los homogenizados se

cuantificé de acuerdo al método de Bradford [63).

EXTRACCION DE DNA DE CORION Y AMNIOS

Se aisi6 DNA de las membranas fetales utilizando una solucién comercial
DNAzol (Gibco, BRL, Bethesda, U.S.A.) de acuerdo al método descrito por el
fabricante, el cual consiste en homogenizar 30 mg de tejido en 1 ml de DNAzol,
seguido de incubacién a temperatura ambiente durante 10 minutos y centrifugacion a

10,000 g para eliminar los fragmentos grandes. El DNA se precipitd con ia adicién de
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0.5 ml de etanol ab‘gﬁoluto por.cada fﬁlfdé'jDNA'ZQI y centrifugacién a 13,000 g durante 5

minutos. Se realizaron 3.lava n etanol al 70% y finaimente se resuspendio en Tris

10 mM pH 7.5 con EDTA 1 mM.

ZIMOGRAFIA

Se realizaron electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS al 8% de acuerdo a
la técnica de Laemmli [64], con excepcion de que se agregé 1 mg/ml de gelatina
durante la polimerizacion. Se utilizé un sistema con formato de mini-gel (Bio-Rad,

Richmond, CA).

Se aplicaron 10 pug de las muestras obtenidas de membranas o 1 pg de los
sobrenadantes a cada carril en condiciones no desnaturalizantes y se corrieron a 10
mAJ/gel constantes durante 2 horas. Los geles se lavaron con Tritdn X;100 durante 30
minutos para eliminar el SDS y se incubaron durante 24 horas a 37°C en solucion de
Tris 50 mM pH 7.4 con NaCl 0.15 M, CaCl, 20 mM y azida de sodio 0.02%. Al finalizar
la incubacién, los geles se tifieron con azul de Coomassie R-250. En cada corrida se
incluyd un carril que contenia marcadores de pesos moleculares pretefidos (Gibco
BRL, Bethesda, U.S.A.) y otro con 5 ul del sobrenadante de células U-937 (ATCC, NIH;
donadas amablemente por el Dr. Alejandro Zentella D., IFC, UNAM) que producen
MMP-2 y MMP-98 de manera constitutiva. Las bandas de actividad fueron analizadas
con el programa Image-NIH. Se calculo el area bajo la curva bara cada banda y se
determind su incremento tomando de manera arbitraria como valor de 1 la actividad

basal en cada gel.
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. "ANALISIS ELECTROFORETICO DEL DNA GENOMICO

~-De las muestras de DNA obtenido se corrieron 10 ug en electroforesis en gel de
| \ag;_ardﬂsaial 1.8% en solucién amortiguadora TBE 1X durante 2 horas a 75 V constantes.

- -Se tvif_i‘c") con bromuro de etidio y se observé con luz UV.

DETECCION DE DNA FRAGMENTADO IN SITU E INMUNOHISTOQUIMICA DE MMP-9

La deteccidn del DNA fragmentado in situ se realizd de acuerdo al método
descrito por Sgonc [65], el cual consiste en desparafinar cortes de membranas segtin el
procedimiento estandar. A estas preparaciones se les adiciond dUTP-fluoresceinado en
presencia de la deoxinucleotidil transferasa terminal por 30 minutos a 37°C. La
deteccion del dUTP se realizé mediante la adicidn de un anticuerpo conjugado,
antifluoresceina-peroxidasa, revelandose con una solucion de diaminobenzidina. Una
vez terminada esta fase se continué con la deteccion inmunohistoquimica de la MMP-9
en las mismas laminillas, utilizando el anticuerpo Ab-110 (donado gentilmente por el Dr.
William Stetler-Stevenson, National Cancer Institute, NIH), que reconoce la region
inmediata al domino de unién con los metales de la MMP-9. La tincién se realizé de
acuerdo a la técnica del complejo avidina-biotina-fosfatasa alcalina (Vectastain AP-ABC
kit, Vector, Burlingame, CA). Las laminillas se preincubaron durante 20 minutos en
presencia de suero de cabra a 37°C. El anticuerpo primario se adicioné a una dilucién
de 1:1000 y se incubd por 45 min a 37°C. Esta incubacion fue seguida por una
segunda incubacion de 30 minutos con el conjugado anti-IgG de conejo-biotina y 30

minutos mas con el complejo avidina-fosfatasa alcalina. El revelado se realizé
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utlllzando como sustrato fosfato de bromocloroundol y azul de nitrotretrazolio. En estos

experlmentos se utlllZO el suero preinmune como control negativo.

INMUNOHISTOQUIMICA PARA RECEPTORES DE TNF-0.

La tmmon se realizd de acuerdo a la técnica del complejo avidina-biotina-

: fosfatasa alcallna (Vectastain AP-ABC kit, Vector, Burlingame, CA). Los tejidos se

des raflnaron segun el procedimiento estandar, seguido de incubacién en H;O; por 20

" "%‘mlnutos a temperatura ambiente. Las laminillas se preincubaron durante 20 minutos en
presenc:a de suero de conejo a 37°C. Los anticuerpos primarios anti-TNF-R1 o anti-
TNFJJ?2 (R&D systems, Minneapolis, MN, USA) se adicionaron en concentracién de 15
ug/mly se incubaron por 90 minutos a 37°C. Esta incubacion fue seguida por una
Sequ :,a‘ incubacién de 30 minutos con el conjugado anti-lgG de ratén-biotina y 30
‘més con el complejo avidina-fosfatasa aicalina. El revelado se realizo
utlhzando como sustrato la solucién comercial Vector Red substrate kit (Vectastain,
;“Vector Burllngame CA, USA). Para este experimento se utilizaron como controles IgG
de cabra y la exclusion de los anticuerpos primarios (Unicamente anticuerpos

. 'secundarios).
- ZIMOGRAFIA IN SITU

““La’técnica de zimografia in situ se realizé segin el método descrito por Galis y

qus. [66], en donde gelatina fluoresceinada se mezcldé 1:1 con agarosa al 1% en un
' amortiguador de Tris-HCI 50mM pH 7.4, que contenia cloruro de calcio 10 mM y 0.05%

de Brij 35. La mezcla se extendidé sobre laminillas precalentadas, de manera similar a
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un frote sangumeo 'y una vez gelificada se colocaron cortes del tejido congelado sin
fijar sobre ellas. Se cubrleron con un cubreobjetos utlllzando el mismo amortiguador y
se mcubaron en cémara humeda a 37°C por una semana. Las zonas de lisis, que
aparecen como ‘zonas obscuras contra el fondo de sustrato no degradado, fueron

anallzadas medlante un microscopio de fluorescencia (Axioscop, Zeiss, Germany).

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE CITOCINAS

Las citocinas IL-1 B y TNF-a se determinaron por medio de inmunocensayo
enzimatico (pfueba de ELISA), bajo el principio de doble anticuerpoc. Para la
determinacion de IL-1 se utilizaron anticuerpos de R&D (mAb anti-IiL-1 3, MAB601 y Ab
policional biotinilado anti-IL-1 B, BAF201), mientras que para TNF-o. se utilizaron de

. Pharmingen (mAb anti-TNF-o. MAb1 y Ab policlonal biotinilado anti- TNF-o. MAb11).

El desarrolio de la técnica es el siguiente, de acuerdo al método descrito por Harlow y

Lane [67]:

1. Diluir el anticuerpo de captura (monoclonal) a una concentracién de 4 pug/ml en
amortiguador de bicarbonato de sodio a pH 8.2. Agregar 50 ul de dicha solucién a
una placa de ELISA de 96 pozos (Nunc, Denmark) e incubar toda la noche a 4°C.

2. Lavar la placa dos veces con amortiguador salino de fosfatos y 0.05 % de Tween 20

(PBS-Tween).



3.:quqq}ea’r~’iklé' plac ag"'rékgéhdbizdo‘pllpozo de una solucién de PBS-albumina sérica

"{C“'){kal 3% (PBS-BSA 3%) e incubar por 2 horas a

: ’: féfhpe’r‘at&ra,an'ibient "y.la‘\'/a”r"4‘v'yeces con PBS-Tween.

L ~agregar 100 pl/pozo e incubar por 45 minutos a temperatura ambiente.

e . bLa'V“ar la placa 3 veces y agregar 100 pl de la dilucién de la estreptavidina-fosfatasa
alcalina (Gibco BRL, Bethesda, U.S.A.) e incubar durante 30 minutos a temperatura
ambiente.

7. Lavar 3 veces con PBS-Tween y afadir 250 ul/pozo de la solucidn de p-
nitrofenilfosfato, incubar a temperatura ambiente y en obscuridad hasta observar la
reaccion.

8. Detener la reaccion con hidroxido de sodio 3 M y leer la absorbancia a 405 nm de

longitud de onda

ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico de las variables experimentales se realizd usando un
programa estadistico “Sigma Stat para Windows. Statistical Sofware. Version 2.0"
(Jande! Corporation) en el cual se hicieron las pruebas de Kruskal-Wallis 0 ANOVA,
seguidas de la prueba de multiples comparaciones vérsus el grupo control (método de
Dunnett). En dichas pruebas, el limite maximo permitido del valor alfa (o) fue de 0.05 y

el valor expresado como p es la significancia existente en cada caso.
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RESULTADOS

CULTIVO EX VIVO DE MEMBRANAS FETALES

La viabilidad de los explantes de amnios, corion y corioamnios se determiné por
la liberacion de la lactato deshidrogenasa (LDH) al medio de cultivo. En todos los
casos, la viabilidad celular (80-90%) se mantuvo constante durante 120 horas de cultivo
(Figura 5). La secrecién de MMPs al medio de cultivo por los explantes de membranas
fetales fue evaluada por la técnica de zimografia. Después de 24 horas en cultivo, se
observaron bandas de lisis de pesos moleculares de 72 y 92 kDa. Estas bandas
corresponden a la proMMP-2 y proMMP-S respectivamente, de acuerdo a los
marcadores de actividad. La actividad de la banda correspondiente a la proMMP-9 fue
observada en todos los tejidos durante el periodo de incubacion. , Debido a la
variabilidad en la secrecion de la proMMP-9 por las membranas fetales en cultivo, los
resultados del zimograma se normalizaron de acuerdo al procedimiento descrito en los
Métodos. La secrecion de proMMP-9 se incrementd durante las primeras 24 horas
debido a la manipulacion de los tejidos; sin embargo, ésta decayd gradualmente hasta
alcanzar su nivel basal a las 48 horas, donde se mantuvo constante durante 5 dias.
Después de 72 horas de cultivo, la estimulacidn de la membrana fetal con LPS
incrementé la secrecion de proMMP-9 en forma dosis dependiente. Este fue
estadisticamente significativo con respecto al control, cuando se usaron 500 y 1000
pg/ml de LPS (Figura 6). Estos resultados muestran evidencia de viabilidad y
funcionalidad de los tejidos en las condiciones experimentales, haciendo de este cultivo

un sistema adecuado para estudiar los mecanismos de la ruptura de membranas.
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Figura 5. Viabilidad de explantes de membranas fetales mantenidos en cultivo por.120
horas. Explantes de corion, corioamnios y amnios provenientes de membranas fetales
obtenidas de pacientes con indicaciéon de cesarea fueron cultivados en medio DMEM con
10% SFB o 0.2% hidrolizado de lactoalbumina. La viabilidad fue determinada por la
liberacion de la lactato deshidrogenasa al medio de cultivo. Cada barra representa la media
+ D.S de 3 experimentos realizados por duplicado.
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Figura 6. Efecto del LPS en la actividad de proMMP-9 en medio de cultivo de explantes de
corioamnios después de incubarlos 72 horas. Explantes de membranas fetales obtenidas de
pacientes con indicaciéon de cesarea fueron incubados por 72 horas y estimulados con
diferentes dosis de LPS por 24 horas. Alicuotas del medio de cultivo fueron analizadas por
zimografia (b). Los niveles de proMMP-9 fueron cuantificados y normalizados como se
indica en los Métodos. Cada barra representa la media + D.S de 3 experimentos realizados
por duplicado (a). La prueba de Kruskal-Wallis seguida por la prueba de Dunnet's mostré
diferencia significativa (p<0.05, * indica diferencia significativa con respecto al control).
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EEECTO DEL LPS EN EXPLANTES DE AMNIOS Y CORION

Al . estimular el amnios con LPS se observé incremento en forma dosis
_dependiente y de manera significativa de la produccién de proMMP-9. Por su parte, el

corion no aumentd la sintesis de proMMP-9 al ser estimulado con las mismas

concentraciones de LPS (Figura 7).
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Figura 7. Produccion de proMMP-9 por explantes de amnios (a) y corion (b) estimulados
con LPS. Cada barra representa la media + D.S de 3 experimentos realizados por
duplicado. La prueba de ANOVA seguida por la prueba de Dunnet mostré significancia
estadistica para los valores mostrados por el amnios (p<0.05, * indica diferencia significativa

con respecto al control).

EFECTO DE CITOCINAS PROINFLAMATORIAS EN POBLACIONES DE CORION Y AMNIOS

Los resultados de la estimulacién de explantes de amnios con IL-18 o TNF-o
o rhostraron aumento en la produccién de proMMP-9 con respecto a los controles. En el
caso del TNF-a el aumento fue dosis dependiente (Figura 8a), mientras que con la IL-
1B el incremento tuvo la respuesta maxima en la dosis de 10 ng/mi, la cual disminuyd
con la dosis mayor (Figura 8b). En ambos casos el incremento fue significativo y la
actividad normalizada de la proMMP-9 en los explantes estimulados con TNF-o o IL-13

a 10 ng/ml fue 4 y 1.5 veces mayor que el control, respectivamente. Para el corion y
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Figura 8. Produccion de proMMP-9 en explantes de amnios incubados en presencia de
TNF-a (a) e IL-1 3 (b). Los niveles de proMMP-9 fueron cuantificados y normalizados como
se indica en los métodos. Cada barra representa la media + D.S de 5 experimentos
realizados por duplicado. La prueba de ANOVA seguida por la prueba de Dunnet's mostré
diferencia significativa (p<0.05, * indica diferencia significativa con respecto al control).
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Figura 9. Produccién de proMMP-9 en explantes de corion (a, b) y corioamnios (c, d)
incubados en presencia de TNF-a (a, ¢) e IL-1 B (b, d). Los niveles de proMMP-9 fueron
cuantificados y normalizados como se indica en los Métodos. Cada barra representa la
media *+ D.S de 5 experimentos realizados por duplicado. No hubo diferencia significativa.
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REGULACION AUTOCRINA DE LA SECRECION DE PROMMP-9 POR TNF-a EN EXPLANTES DE

AMNIOS

Explantes de amnios fueron estimulados con LPS en presencia de un anticuerpo

neutralizante anti-TNF-o. o anti-lL-1 ‘B. La produccién de proMMP-8 en estos explantes

estimulados con LPS se redujo de manera significativa cuando se adicioné el

anticuerpo anti-TNF-o. a una concentracion de 60 ng/ml. La presencia del anticuerpo

anti-IL-1 B en el cultivo no tuvo efecto en la sintesis de la enzima (Figura 10).

34 a

[} © 4 b

B °

N g

= S 34

c 2 b

£ E

c g 24

-]

Qo 1 4 -}

: I i i i : N

2 Z

2 T

<ol lNE WM ) < o
LPS - - + + + + LPS - - + + +
Anti-TNF-o. - + - 40 60 80 AntidL-1B . + - 40 60

ng/mi ng/mi

Figura 10. La induccién de proMMP-9 en los explantes de amnios estimulados con LPS es
dependiente de la expresion de TNF-o. Explantes de amnios fueron incubados con LPS en
presencia de un anticuerpo neutralizante anti-TNF-a (a) o anti-IL-1 B (b). Los niveles de
proMMP-9 fueron cuantificados y normalizados como se indica en los Métodos. Cada barra
representa la media + D.S de 3 experimentos realizados por duplicado.

PRODUCCION DE CITOCINAS PROINFLAMATORIAS POR EXPLANTES DE CORION

Con el objetivo de investigar la participacién del corion en un sistema paracrino

de regulacion en la expresion de proMMP-9 por el amnios, fue determinada la

produccién de citocinas proinflamatorias por explantes de corion estimulados con LPS.
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.La sintesis de.tanto TN ea'como;‘dé,lL;j ‘B fue en forma dosis dependiente y de manera

significativa (p<005, figura 11) [
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Figura 11. Produccion de IL-1 B (a) y TNF-a (b) por explantes de corion. Cada barra
representa la media £+ D.S de 5 experimentos realizados por duplicado. La prueba de
ANOVA seguida por la prueba de Dunnet's mostré significancia estadistica para IL-1
(p<0.05, * indica diferencia significativa con respecto al control).

ACTIVIDAD GELATINOLITICA EN EXTRACTOS PROTEICOS DE MEMBRANAS DE CESAREA, TRABAJO

DE PARTO Y RPM

Al explorar la produccion de MMPs en extractos proteicos de membranas fetales por
zimografia, se observd incremento de la actividad enzimatica tanto en ei trabajo de
parto como en la RPM. Los extractos de amnios obtenidos de pacientes con trabajo de
parto y RPM, asi como todos los de corion, mostraron bandas de lisis de altos pesos
moleculares. Estas bandas correspondieron a la pro-MMP-9, MMP-9 y dimeros de la
misma (Figura 12). La actividad de la banda correspondiente a la pro-MMP-9 en el
amnios se incrementd hasta 5 veces en los casos con RPM y hasta 2.3 veces en los
muestras obtenidas de pacientes con trabajo de parto al ser comparadas con los
extractos preparados de membranas obtenidas por cesarea. En cuanto al corion, este
incremento fue de 6 veces en los casos con RPM y 4 veces en los extractos obtenidos
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~de muestras:con trabajo de parto con respecto a las muestras de membranas

- ovb‘te,mdﬂas‘por cesarea. Un gel representativo de estos ensayos se presenta en la figura

12.
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Figura 12. Zimografia de los extractos de membranas amniéticas y coridnicas. En esta
figura se observa aumento de la actividad enzimatica correspondiente a la proMMP-9 en los
carriles con extractos de membranas amnidticas y coriénicas provenientes de trabajo de
parto y ruptura prematura de membranas (TP, trabajo de parto, C, cesarea, RPM, ruptura
prematura de membranas).

PRESENCIA DE MUERTE CELULAR PROGRAMADA Y MMP-9 EN MEMBRANAS PROVENIENTES DE

PACIENTES CON CESAREA, TRABAJO DE PARTO Y RPM

La identificacion de apoptosis in situ con la técnica TUNEL que reconoce células
con DNA fragmentado, revelé que el amnios es la zona donde predominan células
positivas para este indicador de muerte celular programada. La distribuciéon de células
positivas para apoptosis fue diferente entre los distintos tejidos. Las membranas
provenientes de cesareas programadas mostraron escasas células positivas
esparcidas a lo largo del amnios'(Figura 13a). Las membranas provenientes de trabajo
de parto mostraron zonas que fueron intensamente positivas, que se alternaron con

zonas en las que algunas células eran positivas y otras no (Figura 13b). El amnios
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proveniente de los casos con RPM mostré la reactividad mas intensa de los analizados
e incluyo casi la totalidad del amnios y porciones extensas del corion (Figura 13c). La
fragmentacién de DNA en las muestras referidas arriba fue confitnada por
electroforesis en geles de agarosa (Figura 14). La inmunodeteccion de la MMP-9 revelo
patrones semejantes a los de apoptosis con nula reactividad en las muestras
provenientes de cesareas (Figura 13a), reactividad intermedia en las muestras con
trabajo de pano, en las que se localizé en el estroma (Figura 13b) y alta reactividad en
las muestras de casos con RPM, en las que se localizé tanto en el estroma como en el
interior de las células (Figura 13d). La inmunoreactividad tuvo correlacion con los datos

de zimografia. El suero preimmune utilizado como control no mostro reactividad.

Figura 13. iInmunohistoquimica de fa localizacién de nucleos apoptdticos por la técnica de
TUNEL (color café) e inmunoreactividad de MMP-9 (color azul) en membranas fetales
obtenidas de pacientes con indicacion de cesdrea (a, 40X), trabajo de parto (b, 20X) y RPM
{c. 20X; d, 40x). Las flechas sefalan nucleos apoptoticos y las cabezas de flechas sehalan
los nucleos no apoptoéticos en el epitelio amnidtico.
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Figura 14. Analisis electroforético del DNA extraido de membranas fetales obtenidas de
pacientes con trabajo de parto (carril 1), RPM (carril 2) y cesarea (carril 3). La fragmentacion
caracteristica de apoptosis se detecté en el carril 1 y 2. Estos resultados fueron consistentes
en cinco muestras analizadas de cada grupo.

La técnica de zimografia in situ se utilizd para corroborar que la inmunoreactividad
observada en las membranas de cesarea, trabajo de parto y RPM correlaciona con
actividad gelatinolitica. En las membranas de trabajo de parto y RPM las zonas de lisis
correspondieron con la inmunodeteccion de MMP-9; esta lisis se localizé en el espacio
intercelular del epitelio amnidtico (Figura 15). En las membranas de cesérea no se
observé actividad gelatinolitica. La integridad morfoloégica del espacio intercelular de

todas las membranas fue comprobada por la tincidon con eosina-hematoxilina.
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Figura 15. Actividad gelatinolitica estudiada por zimografia /in situ en membranas
corioamnidticas. Cortes de membranas congeladas obtenidas de pacientes con indicacion
de cesérea (a), trabajo de parto (b) y RPM (c) fueron incubados sobre portaobjetos cubiertos
con gelatina fluoresceinada. Las flechas sefalan areas en donde se observa la degradacion
del substrato. Los mismo tejidos tefidos con hematoxilina-eosina se muestran en los
recuadros d, e y f. Todos los recuadros muestran el epitelio amnidético a la misma

ampilificacién (100x).
TESIS CON
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_ PRESENCIA DE RECEPTORES PARA TNF-c. EN MEMBRANAS PROVENIENTES DE PACIENTES CON

' CESAREA, TRABAJO DE PARTO Y RPM

kEly"TNvF-R1 fue detectado en la superficie del epitelio amnibtico y en la capa
céoric'mi’ca crier las muestras obtenidas de trabajo de parto normal y RPM (Figura 18). Las
membranas fetales de pacientes con RPM mostraron la mayor intensidad para el
TNF-R1, mientras que las membranas obtenidas de pacientes con indicacién de
cesarea no tuvieron células positivas para este receptor (Figura 16e). La distribucion de
la proteina inmunoreactiva fue homogénea dentro del citoplasma de la célula. En
contraste, la inmunoreactividad para el TNF-R2 fue observada en células del epitelio
amniodtico y en la capa coridnica de las membranas obtenidas de pacientes con
indicacion de cesarea y trabajo de parto normal (Figura 16d y 16f), mientras que en las
muestras obtenidas de RPM no se detectd ninguna ceélula positiva para este receptor
(Figura 16b). La proteina inmunoreactiva se encontré principalmente en la superficie de
las células del amnios. Estos resuitados fueron consistentes en cinco muestras
analizadas de cada grupo. Ninguno de los controles (IgG de cabra como anticuerpo

primario y la exclusion de los anticuerpos primarios) mostraron reactividad.
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Figura 16. Identificacion de TNF-R1 y TNF-R2 en membranas fetales. Cortes de
membranas fetales obtenidos de pacientes con RPM (a, b, 40x), trabajo de parto (c, 40x; d
20x) y cesarea (e, f, 20x). El TNF-R1 se localiza principalmente en membranas obtemdas
de pacientes con diagnostico de RPM y trabajo de parto (a, c), mientras que et TNF-R2 se
expresa en las membranas de trabajo de parto y cesarea (d, f).
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DiISCUSION

| Eh este trabajb, se describe un modelo simple de cultivo de membranas fetales,
en donde la viabilidad y funcionalidad del tejido se mantuvo por un periodo de 120
horas. Este modelo se desarrollé utilizando tejidos provenientes de pacientes a término
con indicacion de cesérea. sin trabajo de parto, que corresponden al estado basal del
corioamnios en donde los mecanismos de expresién de MMPs no han sido inducidos.
El periodo prolongado de viabilidad y la capacidad de responder a estimulos exdégenos
(p.e. TNF-c, IL-13 o LPS), permite utilizar este modelo para evaluar el efecto de
diferentes compuestos en las membranas fetales y la respuesta de las membranas de
manera individual o asociada. Por otra parte, se considerd que el uso de membranas
fetales provenientes de trabajo de parto o RPM no es adecuado para este modelo, ya
que a diferencia de las obtenidas por cesarea, éstas presentan activacion de los

mecanismos estudiados y por lo tanto no podrian observarse cambios al estimularlas.

La ruptura de las membranas fetales durante el trabajo de parto o la RPM se ha
asociado a la secrecion y activacion de un grupo de enzimas denominado
metaloproteasas de matriz extracelular. Aunque a la fecha se conoce el patréon
enzimatico que aparece en el corioamnios durante el trabajo de parto y el origen celular
de las enzimas principales, se desconoce que mecanismos las inducen. En este
sentido se ha postulado que esta familia de enzimas, principalmente la MMP-9, se
encargan de degradar la matriz extracelular, ocasionando el rompimiento de las

membranas. A este respecto, se demostré recientemente que la disminucion de la
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fuerza tensil (o mbranas fetales obtenidas de pacientes con trabajo de

‘ ,g-fpé?kto;ak término, se gsbcna [ iﬁncreménto de MMP-9 [12]. En el caso de la RPM se ha

: -,:desz'tra‘dé el aumento’ e 'ctiv'iydad de este grupo de enzimas, que coexiste con

d‘iém'inucién de sus" mh:bxdores especificos (TIMPs) [20]. La expresién de las
| ﬁm’etaloproteasas en el coriovamn’iovs al inicio del trabajo de parto puede ser inducida por
sefales fisioldgicas o durante una infeccion por moléculas bacterianas. A este
respecto, el LPS induce la aparicion de estas enzimas, mientras que a nivel fisioldgico
se han asociado factores tan diversos como el factor activador de plaquetas,
endotelinas, prostaglandinas y citocinas, lo que muestra la complejidad en la ruptura de
membranas y los multiples factores que pueden intervenir en este proceso [7, 37, 38,

45).

Estudios in vitro han demostrado que el TNF-o0 y la IL-1pB incrementan la
produccién de MMPs en las poblaciones celulares de las membranas fetales; por
ejemplo la estimulacién de cuitivos primarios de células coridnicas o amniéticas con
estas citocinas induce incremento de la actividad colagenolitica, asi como la expresion
de MMP-1 y MMP-3 [37, 38, 45]. Por otra parte, se ha descrito que la concentracion de
TNF-o. e IL-18 en el liquido amnidtico aumenta de manera significativa durante el
trabajo de parto o la RPM [42-44]. La sintesis de estas citocinas se realiza, al menos en
parte, por las células de las membranas fetales y la placenta, ya que se ha reportado
un incremento en la tasa de transcripcion para estas citocinas en los tejidos de
pacientes con trabajo de parto o RPM. [55, 56]. Estas evidencias sugieren la

participacion del TNF-o. e IL-13 como moléculas que coordinan la expresion de MMPs
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3 'por Ias dlst ta : oblacuones celulares de las membranas fetales durante el trabajo de

§ parto Y. que podrlan funcionar de manera anormal en la RPM. Ejemplos similares del
funcnonamlento alterado en la expresién de citocinas se han descrito en complicaciones
obstétricas como la preeclampsia y las pérdidas fetales recurrentes, en donde se ha

reportado que la placenta expresa de manera anticipada el TNF-o [68, 69].

En trabajos previos, se reportd la capacidad de las membranas fetales para
sintetizar TNF-o, IL-13 o MMPs en respuesta al LPS [36, 59]; sin embargo, no se ha
descrito si la produccion de proMMP-9 y estas citocinas provienen de la misma estirpe
celular o de diferentes células o tejidos, ni la secuencia de eventos que conectan la
expresion de MMPs vy citocinas proinflamatorias con productos bacterianos. Los
resuitados del presente trabajo mostraron que el amnios, pero no el corion, fue capaz
de producir la proMMP-9 cuando se estimulé con LPS, TNF-a o IL-1J3, lo que sugiere
que estos compuestos participan en la expresion de la proMMP-9. Los resultados
obtenidos con los anticuerpos neutralizantes anti-TNF-o. o anti-IL-1B, demostraron que
la sintesis de esta enzima por el amnios humano incubado en presencia de LPS, es
dependiente de la secrecién de TNF-a pero no asi de la de IL-1B. Esto coincide con el

hecho de que el amnios tiene receptores para TNF-o..

Resalta de manera interesante la ausencia de sintesis de proMMP-9 en
respuesta a la estimulacién con TNF-a e IL-1 B por los explantes del corioamnios; ya
que se esperaria que por la presencia de células del epitelio amnidtico debiera

incrementarse la produccion de fa enzima como ocurre al estimular los explantes de
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CitdéinaS' Cén‘réspe'ct'b'al TNF-a recientemente se demostrd que los

amnios con st
trofoblasto son capaces de secretar de manera constitutiva grandes concentraciones
rde Ios receptores solubles para TNF-R1 y TNF-R2 [70, 71}, mecanismo inhibitorio de la
actlvudad de esta citocina por el cual se puede explicar la falta de sintesis de MMP-9
por los explantes del corioamnios al ser estimulados por el TNF-o. Ademas, la
produccién del antagonista del receptor de IL-1 por los trofoblastos podria bloquear la
union de la IL-1 B a su receptor siendo un mecanismo importante en la regulacién de la

actividad biolégica de esta citocina en los experimentos del corioamnios [70, 72}.

Por otra parte, se encontré que la estimulacion de los explantes de corion con
LPS producen de manera significativa tanto TNF-o. como IL-1 B. Estos datos se pueden
interpretar como la necesidad de que el corion le envie informacién al amnios para
iniciar la expresion de la proMMP-9; que a su vez, sugiere una posible reguiacién

paracrina.

La descripcidn de un sistema de regulacion autocrino/paracrino requiere de la
identificacién de al menos tres parametros, 1) efecto de mediadores solubles sobre
células blanco, 2) sintesis de estos mediadores y 3) presencia de sus receptores. Una
forma para establecer la existencia de sistemas autocrinos ha sido el uso de
antagonistas especificos o anticuerpos neutralizantes de los mediadores solubles,
mientras que la regulacién paracrina se ha demostrado mediante la evaluacion del
efecto y la produccion de las moléculas efectoras. Con estas estrategias
experimentales y considerando los resultados de este trabajo, se puede proponer que

la sintesis de proMMP-9 por el amnios humano es regulada a través de un sistema
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autocrino média’do‘é or TNF- mientras que ‘érl corion podria regular la expresion de la
proMMP-9 a través dé—lya}sviqgesis der“l‘i_-i[s y TNF-a (figura 18). Si bien es cierto que
esta propuesta no‘es ndéva', ya q’t‘ie’ uh sistema autocrino/paracrino se reporté en la
corio-decidua humana, en el c’ua‘vl se propone:-a la relaxina para regular la expresion de
MMP-1, MMP-3, TIMP-1 y el activador de plasminégeno [73, 74], éste es el primer
estudio donde se demuestra la existencia de un sistema de regulacion

autocrina/paracrina en donde el TNF-a y la IL-1B controlan la sintesis de MMP-9 en el

corioamnios humano.

LPS

Anticuerpo anti-TNF-o

4

TNF-o IL-18

:I MMP-9 I

Figura 18. Representacion esquematica de la regulacion autocrina/paracrina de la sintesis
de MMP-9 en el corioamnios humano.

La mayor parte del conocimiento sobre los mecanismos moleculares de la
ruptura de membranas fetales aln esta por dilucidarse, sin embargo se puede proponer

un modelo que explique, al menos en parte, la secuencia de eventos para inducir la
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) : am trlz é"x:t‘rééeltllar‘en el corloammos humano, durante una infeccién
o mtraammot:ca EI céntécto del amnios con productos’b bacterianos como el LPS estimula
la éecrecfén de TNF-a, que de marnera autocriné induce la sintesis de proMMP-9. Por
otra parte, el contacto del corion con el LPS libera TNF-a y IL~1[3, que al unirse a sus
receptores presentes en el epitelio amnidtico [75), incrementa ia produccion de
proMMP-9. La proenzima inactiva, una vez secretada, es procesada por la MMP-3 [17],
el activador de plasmindgeno (uPA) [76] o la MMP-2 [16] que se encuentran presentes
en el liguido amnidtico, para producir la enzima activa que comienza la degradacién de
la colagena tipo |, IV, V, VI, X, XI, fibronectina y elastina [77]. Este proceso tiene como
consecuencia final la disminucién de la fuerza tensil de las membranas fetales y por lo
tanto su ruptura. Aunque esta serie de eventos podria presentarse durante una
infeccién intraamnidtica por intermediacion del LPS, la presencia de proMMP-9, MMP-9
y ambas citocinas en el liquido amnidtico de mujeres embarazadas a término sin
infeccion [21, 44], sugiere que este mecanismo es utilizado en condiciones fisiologicas.
Para completar este modelo propuesto de degradacién de la matriz extracelular del
corioamnios, aun falta establecer la participacion de otras citocinas y MMPs. Sin
embargo, los resultados y la estrategia empleada en este estudio, permitié establecer

parametros bioquimicos de la induccién de la proMMP-9 en un modelo in vitro.

Establecer esta metodologia fue necesario debido al impedimento de colectar
membranas fetales humanas de manera longitudinal para establecer la temporalidad de
los eventos que inducen su ruptura. Por estas razones y para tener el conocimiento

detallado de los eventos que acompafan a la ruptura de las membranas fetales, se
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decidié utilizar tres grupos de pacientes que representan estados especificos del
funcionamiento del tejido durante la gestacion, es decir, desde un estado basal, sin
activaciéon de los mecanismos de ruptura, hasta el totalimente activado como el de [a
RPM. EIl corioamnios obtenido de pacientes con indicacion de cesarea sin trabajo de
parto corresponde al estado basal que se observa durante todo el embarazo, hasta
antes del parto, con ausencia de la activacién de los mecanismos estudiados. Las
muestras del grupo de pacientes con RPM representan la respuesta maxima en los
cambios bioquimicos. El tercer grupo de pacientes fue con trabajo de parto activo y con
la misma edad gestacional que el grupo de RPM, y representa el estado intermedio,

fisiologico que de manera natural utiliza el ser humano.

De acuerdo con los resultados de zimografia e inmunoreactividad, las
membranas fetales provenientes de pacientes con RPM y trabajo de parto normal
mostraron aumentos en la actividad de proMMP-9 y MMP-9. Los resultados obtenidos
en la zimografia de extractos proteicos de membranas fetales, son apoyados por
hallazgos previos [19], en donde se mostrd incremento de la actividad enzimatica. La
distribucion de gelatinasas, segun lo revelado por inmunohistoquimica y zimografia in
situ permite sugerir que la MMP-9 esta asociada normalmente a la matriz extracelular y
que durante el trabajo de parto o la RPM los mecanismos de activacion de las
proenzimas son inducidos. La ausencia virtual de los cambios en la expresion de la
proMMP-9 y de su actividad en las membranas fetales provenientes de pacientes con
indicacion de cesarea, en donde por definicién las membranas se encuentran integras,

confirma la ausencia de mediadores antes del parto. Al igual que en otros reportes, en
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'donde anallzan placas de ateroescler05|s por zumografla /n srtu se detectd actividad
gelatlnolltlca adyacente al tejido estudiado [66], la cual puede reflejar la difusion de la

enzuma durante el periodo de incubacion.

Como se menciond, la ruptura de las membranas fetales es un proceso
';dinénﬁco, multifactorial y complejo que ademas de involucrar cambios en el
: metéb,olismo de la colagena, debe involucrar cambios bioquimicos y morfolégicos de
'7la:1'_§1'¢élulas. Durante la gestacion las poblaciones celulares del corioamnios humano se
: »;'.rﬁ‘a‘nvt‘ienen activas en la sintesis de B-endorfinas, neuropéptido Y, factor liberador de
- corticotropina, factores de crecimiento y citocinas, entre otras [78]; sin embargo, al
llegar al final del embarazo debe existir un proceso de muerte celular que garantice que
las poblaciones celulares del corioamnios no secreten sustancias que puedan dafar a
la madre o al feto. La muerte por necrosis es un fendmeno masivo en el que las células
experimentan un aumento de volumen, ocasionando la pérdida en la integridad de la
membrana y por lo tanto la liberacidn de sustancia tdoxicas que provocan una
inflamacion que puede tener un efecto nocivo en el organismo. Por su parte, la
apoptosis es un fenémeno discreto en el que existe una condensacion del citoplasma y
reduccion del volumen celular, acompafiado de cambios en la estructura del ntcleo. La
cromatina se condensa y forma cumulos densos adosados a la membrana nuclear,
esto es seguido de invaginaciones de la membrana nuclear y termina con la
fragmentacion del nucleo en estructuras membranosas con cantidades variables de
cromatina. De manera analoga, la membrana plasmatica sufre invaginaciones que

terminan por fragmentar a la célula formando racimos de vesiculas de tamafio variable
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,fu5|onan con lisosomas. A estas vesiculas

S cuales son fagocitados rapidamente por

'celulas vec nas v consecuenmas fisiolégicas mas relevantes de la

'apOpt05|s es g teFfél intracelular al medio intersticial, impidiendo asi
| el |n|0|o de un pfoceso mflamatorlo [79]. Los datos obtenidos de la técnica de TUNEL
en membranas de RPM y trabajo de parto normal muestran la presencia de muerte
celular programada en membranas fetales que se estan degradando, datos apoyados
por observaciones previas [41, 80-82]. Mas aln, las observaciones de este trabajo
permiten proponer la asociacion entre la expresion de MMP-9 y la apoptosis, propuesta

que es apoyada por las observaciones previas en el modelo de la rata, en donde la

expresion de MMP-1 y MMP-9 se asocia con la apoptosis del amnios [40, 83].

Los resultados descritos aqui sobre la identificacion simultanea de células
apoptaéticas e inmunoreactividad intracelular a MMP-9 en las membranas provenientes
de pacientes con RPM, asi como la muerte celular programada en ausencia de
reactividad a MMP-9 observada en las membranas con cesarea y en algunas zonas de
las membranas provenientes de casos con trabajo de parto, sugieren que la activacion
de la apoptosis precede a la induccién de enzimas que degradan matriz extracelular.
Esta propuesta es apoyada por los hallazgos previos, en donde se demostré que el
incremento de p53 durante la apoptosis de membranas fetales humanas induce la

expresién de la MMP-2 [81].
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La sefial de inicio de degradaciénk ’kdeilf‘-;c’cr‘;:r;jéérhnios durante el trabajo de parto o
rén la.RPM, debe ser un factor o factores que .induzcan apoptosis, que entre otras
méniféstaciones incluye la secrecion de méialoﬁroteasas de matriz extracelular. A este
respecto, el aumento de TNF-a e IL-13 que antecede al trabajo de parto o la RPM los
hace candidatos importantes para iniciar ambos procesos. Los efectos del TNF-o son
mediados por su unidn a cualquiera de sus receptores en las células blanco [48].
Actualmente, se han caracterizado dos receptores para el TNF-a, el receptor tipo 1
(TNF-R1) que se ha asociado a efectos citotdxicos e induccion de MMP-9 [84, 85] y el
tipo 2 (TNF-R2) que esta implicado en sefales de crecimiento celular [51]. Los
resultados de la inmunohistoquimica de receptores para TNF-o. son apoyados por los
hallazgos previos, en donde se demostrdo que las membranas fetales provenientes de
pacientes con trabajo de parto expresan TNF-R1 y TNF-R2 [52-54). Sin embargo, los
datos descritos aqui toman relevancia porque demuestran que el tipo de receptor para
TNF-o se modifica de acuerdo al estado en que se encuentran las membranas fetales,
es decir, las membranas obtenidas de cesarea expresan unicamente TNF-R2, mientras
que aquellas obtenidas de pacientes con RPM soio expresan TNF-R1. De manera
interesante, ambos receptores fueron observados en las muestras obtenidas de
pacientes con trabajo de parto normal. Estos datos sugieren un mecanismo novedoso,
aun no descrito, mediante el cual las membranas fetales se preparan para su

degradacién a través de cambios en la expresion de estos receptores.

El cambio en la expresion de los receptores para TNF-o. en el corioamnios

humano adquiere un interés especial ya que las consecuencias funcionales podrian
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incluir la  activacion de procesos que disminuyen la fuerza tensil de las membranas
fetales, es decir, que la secrecion de MMP-9 vy la induccidn de apoptosis en el amnios
humano puede ser dependiente del tipo de receptor para TNF-o presente en la

membrana celular.

Se ha reportado que la expresion de receptores para TNF-o. es modulada por
cambios en el microambiente celular; por ejemplo, la presencia de estradiol,
progesterona, interferén-y, IL-4, IL-3 y LPS regulan los efectos bioldgicos de TNF-o a
través de la expresion diferencial de sus receptores [86-90]. Si bien es cierto que en
este trabajo no se investigaron los mecanismos que regulan la expresion de los
receptores para TNF-o, se podria especular que las alteraciones en el patréon de
citocinas en el liqguido amnidtico durante el embarazo o la presencia de LPS durante
una infeccién intraamniética, podrian controlar la expresion diferencial de los receptores
para TNF-a; sin embargo, es necesario realizar estudios posteriores para demostrar

esta hipodtesis.

A pesar de que en los Ultimos afos se ha generado una gran cantidad de
informacioén acerca de la fisiopatologia de la ruptura prematura de membranas, aun
quedan incégnitas que deben ser contestadas, tal es el caso de la participacién de
otras metaloproteasas de matriz extracelular (p.e. MMP-7, MMP-8, MMP-13) o citocinas
(p.e. IFN-y, IL-2, IL-10) presentes en el liquido amniético, que aun no han sido
estudiadas en el contexto de la ruptura de las membranas fetales. Por otra parte, el

entender los mecanismos que controlan la expresion diferencial de los receptores para
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TNF-, asi como las vias de transduccion de sefales del TNF-R1 para inducir la
préduccié'n de proMMP-9 y apoptosis en el amnios humano, permitira disefar
estrategias terapéuticas encaminadas a retardar la degradacion de las membranas

fetales durante la RPM.
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CONCLUSIONES

1. El epitél‘i',o amnidtico es el tejido productor de proMMP-9.
Laproduccmn de proMMP-9 es regulada de manera autocrina por el TNF-o.

3. _El corion produce TNF-o e IL-1p.

rExiste identificacion simuitanea de la expresion de MMP-9 y muerte celular
programada en el amnios de membranas fetales humanas con trabajo de parto y
RPM.

5. Los receptores para TNF-a se expresan de manera diferencial en el corioamnios

humano durante el trabajo de parto o la RPM.
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