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RESUMEN

Se ha propuesto la participacion de diferentes metaloproteinasas de matriz extracelular
(MMPs) y sus inhibidores (TIMP) en la ruptura de las membranas fetales (MF) durante el
trabajo de parto. En este estudio se analiz6 la expresion de MMPs en las MF de la rata en
la etapa final de la gestacion y durante el trabajo de parto. Se utilizaron ratas Wistar que
fueron sacrificadas en el dia 20 y 21 de la gestaciéon. Se colecté liquido amnidtico (LA) y
MF, que fueron analizados para actividad proteolitica, zimografia, westen blot y northem
blot. Se identifico la presencia de MMP-2 y MMP-9 en la etapa final de la gestacion,
surgiendo la segunda metaloproteinasa 12 horas antes de trabajo de parto. La expresién
de los ARNm de ambas enzimas fueron coincidentes con los resultados de actividad
enzimatica y western blot. Al momento del parto el TIMP-1 disminuyé y el TIMP-2 no
presenté cambios.

INTRODUCCION.

Las membranas fetales, compuestas por el amnios y el corion, son las encargadas de
proteger y proporcionar al feto el ambiente propicio durante su etapa de desamollo
intrauterino. Los diversos componentes de la matriz extracelular, principalmente colagena,
le confieren caracteristicas de soporte ante el aumento de movimientos fetales, presiones
intraamnioticas, elasticidad, y las mantiene integras y funcionales a lo largo del periodo
gestacional. Durante los ultimos afios el evento de ruptura de membranas ha sido tema de
diversas investigaciones, ya que marca el inicio del parto, encontrandose que existe una
alta tasa de degradacion de los componentes de la matriz extracelular, evento que se ha
relacionado con una familia de enzimas, denominada metaloproteinasas de matriz
(MMPs), que degradan de manera especifica componentes del tejido conectivo. La
actividad de estas enzimas es inhibida de manera especifica por inhibidores tisulares de
metaloproteinasas de matriz (TIMPs). El balance entre estas enzimas con sus inhibidores
es indispensable para la remodelacion de las membranas fetales, por lo que se hace
necesario analizar al final de la gestacion la presencia de dos metaloproteinasas: MMP-2
y MMP9, encargadas de remodelar el tejido durante la gestacion, asi como de sus
inhibidores especificos: TIMP-2 y TIMP-1, respectivamente; permitiendo encontrar una

respuesta posible al proceso de ruptura de las membranas fetales.



ANTECEDENTES.

Membranas fetales.

Durante el desarrollo embrionario, todos los vertebrados, desde los oviparos hasta los
viviparos, cuentan con un tejido extra-embrionario en el que se desarrolla el feto, este
tejido recibe el nombre de membrana fetal (MF) y lleva a cabo diversas funciones durante
la gestacion, como aislar al feto del ambiente uterino matemo y protegerio de danos
fisicos al amortiguar los golpes. Dichas membranas tienen un tiempo de vida corto al
solo existir desde el inicio del desarrollo embrionario del feto, hasta el momento en que el
producto esta listo para su desarrollo individual. También llevan a cabo otras funciones,
como la secrecion de hormonas, neuropeptidos, citocinas, y la sintesis de liquido
amnidtico. Actuan como mediadores de la intolerancia inmunolégica al producto,
constituyendo de esta manera una interfase altamente especializada entre la madre y el
feto. Consisten de un amnios, formado por el epitelio amniotico, la membrana basal, los
fibroblastos y por la capa esponjosa, siendo el epitelio quien se encuentra en contacto
directo con el liquido amnibtico; este amnios se encuentra fuertemente adherido al corion,
que se compone por fibras de corion, células de citotrofoblastos, vellosidades coriénicas
degeneradas y células deciduales en la superficie externa, formando de esta manera un
sistema multilaminar (Figura 1). Dentro de los diferentes tipos celulares que integran a las
membranas fetales encontramos a las células epiteliales, a las células mesenquimales y
las células citotrofoblasticas'.

El conjunto celular que conforma a estas membranas se encuentra embebido en una red
que le proporciona soporte y facilita la comunicacion intracelular, denominada matriz
extracelular (MEC). De entre las funciones principales de la MEC podemos mencionar que
mantiene la integridad estructural de los tejidos y ademas coordina la sintesis vy
degradacion para el mantenimiento y preservacion de los compartimentos celulares y los
limites tisulares’. Durante el periodo gestacional la MEC se encuentra en constante
remodelacion, manteniéndose integra y funcional hasta el momento del parto,
conservando sin cambios a lo largo de este lapso, sus concentraciones de laminina,
proteoglicanos, fibronectina, elastina y la de su mayor componente, la colagena (Figura
1). Esta proteina se encuentra distribuida en las diferentes capas (Figura 1) y de entre los
grupos que se han reportado estan la colagena tipo |, I, IV, V, VI y VII; la colagena tipo

IV es la mas ampliamente distribuida en las capas de las MF, aunque generalmente se
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asocia a la membrana basal. La colagena provee el soporte estructural y fuerza tensil del
tejido®, caracteristicas especiales indispensables para soportar la presién intraamniética y
el aumento de los movimientos fetales; al final de la gestacion estas membranas pierden
dichas caracteristicas, haciendo mas debiles a las MF lo que lleva hacia la ruptura,
marcando con ello el inicio del parto“. Actualmente se acepta que algunos integrantes de
la familia de las metaloproteinasas de matnz extracelular (MMPs) estan asociadas a la
ruptura de las MF°, durante el parto o en el evento fisiopatolégico de la ruptura prematura
de membranas (RPM); dichas enzimas son capaces de degradar todos los componentes
de la MEC, incluyendo la colagena, por lo que juegan un papel importante en la
remodelacion y degradacion de la matriz de la MF.

Metaloproteinasas de matriz extracelular.

Las (MMPs), forman una familia de endopeptidasas denominadas "metaloenzimas” por
presentar en su estructura un atomo de zinc, son secretadas por varios tipos celulares, y
potencialmente pueden degradar todos las proteinas y proteoglicanos que componen la
MEC. Para que una enzima sea clasificada como MMP debe cumplir con los siguientes
criterios: (1) contener en su sitio activo al ién zinc®* y requerir del Ca* como cofactor, (2)
tener una actividad enzimatica optima en el intervalo de pH fisiologico, (3) tener una
estructura terciaria dada por la uniéon de dos o mas secuencias comunes, denominadas
dominios (Figura 2), (4) ser secretada hacia el espacio extracelular en forma latente
(proenzima); (5) requerir para su activacion la separacién del propéptido amino terminal y
por ultimo, (6) ser inhibida por inhibidores tisulares especificos (TIMPs)® 7.

CLASIFICACION:

La familia consta de mas de 20 MMPs, que han sido divididas en cinco grandes clases, de
acuerdo a su especificidad hacia substratos y por sus homologias internas. Asi tenemos
a las colagenasas, las estromelisinas, las gelatinasas, las metaloproteinasas tipo
membrana (MT-MMPs) y el dltimo grupo denominado otras metaloproteinasas® los
genes de todas ellas ya han sido clonados®

El grupo de las colagenasas lo integran 4 miembros: la colagenasa intersticial (MMP-1),
colagenasa de neutrofilos (MMP-8), colagenasa 3 (MMP-13) y la colagenasa 4 (MMP-4),

todas ellas juegan un papel importante en el inicio de la remodelacion ya que son las
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unicas capaces de degradar la tnple hélice de la colagena fibrilar tipos |, Il y 1l, dando
productos de digestion que son solubles y susceptibles para la degradacién por
gelatinasas y estromelisinas. El grupo de las estromelisinas lo integran 3 miembros:
estromelisisna-1 (MMP-3), estromelisina-2 (MMP-10) y estromelisina-3 (MMP-11) que
tienen como substratos a la fibronectina, laminina, elastina y proteoglicanos. Dentro de las
gelatinasas encontramos a la colagenasa tipo IV de 72 kDa también llamada gelatinasa-
A (MMP-2) y a la gelatinasa-B de 92 kDa (MMP-9); estas enzimas actuan en cooperacion
con las colagenasas para llevar a cabo la degradacion completa de la colagena
intersticial; las gelatinasas son capaces de degradar elastina, fibronectina, colagena tipo
IV, V y VIl, ademas de la gelatina. Las metaloproteinasas de matriz tipo membrana
(MT-MMPs) es el grupo mas recientemente caracterizado de los 5 grupos, lo integran 6
miembros llamados MT1-MMP (MMP-14), MT2-MMP (MMP-15), MT3-MMP (MMP-18),
MT4-MMP (MMP-17), MT5-MMP (MMP-24) y MT6-MMP (MMP-25). La caracteristica de
este grupo es que presentan un dominio transmembranal en su extremo carboxilo y
muestran gran diversidad de substratos como son gelatina, fibronectina, vitronectina,
proteoglicanos y colagena nativa tipo |, Il y Il El ultimo grupo denominado “otras
metaloproteinasas” lo incluyen el resto de MMPs de reciente caracterizacion y que no

pueden ser agrupadas en los grupos anteriores”

El peso molecular de estas enzimas esta dado por la cantidad de dominios presentes en
su estructura (Figura 2) Observandose también que para cada MMP hay distintos
valores de peso molecular dependiendo al estado en el cual se encuentre la enzima
(latente o activa)'®

Existen diferentes mecanismos de activacion in vitro e in vivo, para las MMPs'",

a) Activacion in vitro. Se lleva a cabo por agentes quimicos tales como: proteasas de
serina (tripsina, quimotripsina, catepsina G, plasmina), organomercuriales (4-
aminofenilmercurico acetato, HgCly); detergentes (SDS); agentes caotropicos (urea);
estos agentes activan a las MMPs a través de la interaccion con el switch de cisteina'? *?
b) Activacion in vivo: se ha propuesto la existencia de cuatro mecanismos: (1) Activacion
extracelular de MMP por proteinas diferentes a MMPs; (2) Activacion extracelular de
MMPs por miembros de la misma familia; (3) Activacion intracelular de MT-MMP y

estromelisisna-3 por furina, y (4) Activacion de MMP-2 por MT-MMP'*._



Las MMPs en su forma activa son inhibidas por diferentes agentes: 1.- Quelantes: acido
etilendiamino tetra acetico (EDTA), 1-10 ortofenantrolina, ditriotreitol, ditizona, D-
penicillamina, acetil-cisteina; 2.- Antibidticos: (tetraciclinas, eritromicinas), 3.-
macroglobulinas: a2 macroglobulina (a2M), al macroglobulina (a1M),
ovomacroglobulinas (ovostastina) 4.- inhibidores sintéticos: componentes de tiol, péptidos
de cisteina, hidroxamatos, entre muchos otros; y 5.- Inhibidores especificos para
metaloproteinasas (TIMPs), moléeculas de unién no covalente a la estructura de MMPs
que forman complejos enzima-inhibidor’ .

Inhibidores tisulares de metaloproteinasas (TIMPs).

En la MEC, la actividad de MMP es controlada por inhibidores especificos, conocidos
como inhibidores tisulares de MMPs. Los TIMPS son proteinas multifuncionales pequefas
(21-28 kDa). La inhibicion de las MMPs por los TIMPs se lieva a cabo de forma
estequiometrica en relacion 1:1. A la fecha la familia de los TIMPs consta de cuatro
integrantes, denominados TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3, y TIMP-4 mismos que han sido
identificados en vertebrados'®. las caracteristicas principales de esta familia son:
presentar 12 residuos de cisteina que forman 6 bandas unidas por puentes disulfuro en
una region altamente conservada; un dominio NHx-teminal con secuencia consenso:
VIRAK, importante para la actividad inhibitoria hacia MMP, por ultimo su secuencia lider

que consta de 29 aminoacidos, la cual no se encuentra en la proteina madura'®

La estructura de los TIMPs esta dada por la union de sélo dos dominios denominados N-
terminal y C- terminal, su secuencia consta alrededor de 200 a 210 aminoacidos. Su
secuencia lider termina justo antes del primer residuo de cisteina. Cada uno de los
dominios presenta 3 asas formadas por la union de los residuos de cisteina por puentes
disulfuro (Figura 3); los dominios se encuentran separados por dos residuos de
aminoacidos, dejando al primer residuo de cisteina del dominio C-terminal en posicion
127. Los pesos moleculares de estas cuatro proteinas son relativamente mas bajos que
los de las MMPs y se encuentran alrededor de los 20 kDa (Tabla 1).
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INTERACCION TIMPs/MMPs.

Se ha demostrado que para llevar a cabo la actividad inhibitoria de MMPs por los TIMPs
es indispensable la interaccion del dominio N-terminal del inhibidor con el dominio
catalitico de las MMPs activas'’, que daria como resultado que todos los TIMPs pueden
inhibir a todas las MMPs (Tabla 2), con valores de K; que van desde 0.1 a 2.8 nM™. Sin
embargo, se han detectado fuertes interacciones especificas de las gelatinasas hacia el
TIMP-1 y el TIMP-2. Olson et al’®, en un andlisis cinético de la unién de MMP-2 y MMP-9
con TIMP-1 y TIMP-2 reportd diferencias en la capacidad de inhibicion hacia las
gelatinasas; los valores de K; encontrados en TIMP-1 fueron de 9.7 nM para MMP-2 y 8.5
nM para MMP-9: para el caso de TIMP-2 los valores reportados de K;fueron de 7.2 y 43.4
nM, para MMP-2 y MMP-9 respectivamente. Otro dato importante reportado en éste
trabajo, fue que el extremo carboxilo terminal de las enzimas es importante para la unién
de los inhibidores con las gelatinasas (Figura 4). Asi mismo dichos inhibidores también
pueden unirse a las progelatinasas, formando complejos proenzimal/inhibidor, que en el
caso de proMMP-2, es indispensable para la activacion de la enzima via MT-MMP?°. Los
complejos MMP/TIMPs pueden ser disociados por pH acido o por la accion del EDTA al
mismo pH.

La presencia de esta familia de inhibidores ha sido reportada en diferentes especies de
vertebrados'® asi como en humano’' Ademas de su pnncipal actividad que es la
inhibicion a metaloproteinasas, se ha reportado que pueden llevar a cabo otras funciones,
como la de factor crecimento en diferentes tipos celulares, participan en la
esteroidogénesis y actuan como moduladores de la morfologia celular'®.

- MMPs/TIMPs EN MEMBRANAS FETALES.

El equilibrio en la remodelacion de los componentes de la matriz extracelular mantiene la
fuerza tensil de las membranas fetales. Se ha propuesto que la existencia de cambios
estructurales en las membranas??, que incluyen disminucién en el contenido de colagena,
alteracion de la estructura de dicha proteina e incremento de la actividad colagenolitica;
eventos que se asocian con la ruptura de membranas con gestacion a término o
pretérmino®*
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Estudios previos han reportado la expresion de MMPs y TIMPs en membranas fetales de

diferentes especies, incluyendo al humano'® 2"

, y se ha demostrado que la gelatinasa B
o MMP-9 es una enzima que se expresa hacia el final de la gestacic‘m"f" % Sin embargo
no se han realizado estudios en donde se compare los niveles de las gelatinasas contra
los de sus inhibidores especificos, en busca de posibles desajustes en la relacion enzima
inhibidor que permitan entender el proceso de degradacion de la matrniz extracelular
durante el trabajo de parto, y que posiblemente lleve hacia la ruptura normal o patologica

de la MF.

OBJETIVO.
Evaluar la presencia de MMP-2 y MMP-9 asi como de sus respectivos inhibidores
tisulares TIMP-2 y TIMP-1, en membranas fetales de rata en la fase final de la gestacion.

Objetivos especificos.
. Evaluar la actividad proteolitica en el liquido amniético (LA) y membrana (MF) de rata, al

final de la gestacion.

. Analizar por zimografia la actividad de MMP-2 y -9, en muestras de LA y MF de rata en
la fase final de la gestacion

. Analizar por Western-blot la presencia de ambas MMPs y TIMPs en LA y MF de rata al

final de la gestacion. lZT
]

Analizar la expresion de MMP-2 y MMP-9 asi como TIMP-1 y TIMP-2 en LA y MF de rata

al final de la gestacion.
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METODOLOGIA

El trabajo se realizé en el Instituto Nacional de Perinatologia perteneciente a la Secretaria
de Salud (SSA); manteniendo a las ratas en estudio en el bioterio de la Torre de
Investigacion del mismo Instituto. El procesamiento de las muestras, por las distintas
técnicas, se realizo en el laboratorio de la Direccion de Investigacion.

COLECTA DE MUESTRAS

En el presente proyecto se utilizaron ratas hembra de 250-300gr de la cepa Wistar que
fueron sincronizadas con ciclos de luz y obscuridad 12/12 horas, lo que permitid tener
animales con 21 dias de gestacion. Se formaron grupos de 5 ratas hembra con un macho
durante 12 horas para la fecundacion; al dia siguiente se retiraron los machos, y a las
hembras sz les realizd citologia vaginal para comprobar la presencia de esperma, el
resultado positivo marco el dia uno de gestacion. Para estudiar los acontecimientos que
se dan en la fase final de la gestacion, nuestro estudio se enfoco a los dos dias ultimos
del evento Sacrificando a las ratas en los dias 20 y 21 de la gestacion, este Ultimo
dividiéndolo a dos tiempos: 12 horas antes del trabajo de parto (TP), y durante el TP el
cual se tomd como el momento de expulsion de la pnmer cria; para referencia de estas
dos ultimas etapas se les denomind 21M (12 h antes TP) y 21N (durante TP) 21N). En
cada etapa se colectd LA y MF. (Esquema 1)

MANEJO DE MUESTRAS BIOLOGICAS.

Una vez sacrificada la rata, se abno el Gtero y con jeringa se extrajo el mayor volumen
posible de LA, al término de lo anterior se tomaron muestras de MF, colocandolas
individualmente en microtubos (Eppendorf, USA). Una vez obtenidas las muestras se

guardaron a —70°C, hasta su uso.

PROCESAMIENTO DEL LIQUIDO AMNIOTICO.
Los liguidos amniodticos, se centrifugaron durante 10 minutos a 1700 rpm, con el fin de
evitar la presencia de contaminantes. Recuperandose el sobrenadante para el posterior

analisis

1)



EXTRACTO DE MEMBRANA FETAL (EMF).

A las membranas se les realizaron lavados con solucién fisioloégica hasta retirar el exceso
de sangre contaminante de las muestras. Se realizaron homogenados de las membranas
fetales, triturando de forma manual al tejido a 4°C en buffer Tris 50 mM, pH 7.4, NaCl 0.15
M, CaCl2 0.05M, y azida de sodic0.02%; este homogenado se centrifugé a 10,000 rpm a
4°C durante 15 minutos, de donde se obtuvo un sobrenadante y un precipitado,
recuperandose el sobrenadante para su procesamiento por las técnicas descritas a

continuacion.

CUANTIFICACION DE PROTEINA.
Tanto a las muestras de LA, como EMF, se les realizé cuantificacion de proteina total de

acuerdo al método de Bradford®’. utilizando albimina bovina como estandar de referencia.

ACTIVIDAD ENZIMATICA.

La actividad proteolitica presente en EMF y LA se determind usando como sustrato
azocaseina (Sigma Chemical Co , St. Louis MO), siguiendo el método descrito por Segers
et al ®. Se incubaron 500 ug de azocaseina con 10 ug de proteina de cada muestra y se
llevé a 1.0 ml, con amortiguador Tris 0.1 M pH 7 8. La mezcla se incubo durante 24 horas
a 37°C con agitacion constante. La azocaseina no digerida fue precipitada agregando 200
ul de acido tricloroacético en frio; después de 30 minutos se centrifugé a 10,000 rpm
durante 5 minutos. Los valores de absorbancia de los sobrenadantes fueron leidos a 336
nm en espectrofotometro (DU-65, Beckman, USA) Todos los ensayos fueron valorados
por triplicado y la actividad caseinolitica fue expresada como pg de azocaseina
degradada/mg de proteina incubada durante 24 horas a la temperatura citada. Las
actividades enzimaticas fueron expresadas como promedios + desviaciéon estandar. Para
el analisis estadistico se utilizo la prueba de ANOVA y valores de P<0.05 fueron

considerados con significancia



ZIMOGRAFIA.

Para la identificacién cualitativa de las posibles proteasas presentes en las muestras
obtenidas, se procesaron alicuotas tanto de LA como de EMF mediante |la técnica de
geles/sustratozg, que consistié en separar electroforéticamente la muestra en un gel de
poliacrilamida con SDS al 8%, al cual se incorporé gelatina de bovino al 1% como sustrato
enzimatico. La concentracion de proteina de muestra cargada en cada carril fue de 10 pg,
los cuales se commieron a 10mAJgel durante 2 horas utilizando un formato de mini-gel (Bio-
Rad, Richmond CA). Al final de la electroforésis el SDS se eliminé de los geles con dos
lavados de 15 minutos en Triton X-100 al 2.5%, y se incubaron durante 18 horas a 37°C
en solucion Tns 50 mM, pH 7.4, NaCl 0.15 M, CaCI2 0.05 M. Al final de la incubacion los
geles se tifieron con azul brillante de Comassie R-250 y se destifieron con solucion 5%
acido aceético y 5% metanol. La presencia de zonas claras contra un fondo en color azul
indicaron bandas con actividad enzimatica. Como control positivo de actividad, en cada
uno de los geles se incluyeron alicuotas del sobrenadante obtenido de la linea celular
U937* con patron de migraciéon ya conocido, mismo que presenta dos bandas de lisis
correspondientes a proMMP-2 y pro MMP-9. Para referencia del peso molecular de las
bandas, se utilizaron alicuotas de marcadores de peso molecular pretefiidos con rango de
14 a 200 kDa (GIBCO BRL, Gaithersburg, MD). Las bandas obtenidas en esta técnica,
fueron semicuantificadas por densitometria en un equipo analizador de imagenes
(Stratagene, CA).

WESTERN BLOT

Alicuotas del LA y del EMF se sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida con
SDS al 8%. Las proteinas contenidas en el gel se transfineron a membranas de Inmobilon
P (Millipore, Medford, USA), de acuerdo con el método utilizado por Towbin et a™ Parael
reconocimiento de las metaloproteinasas se utilizaron anticuerpos monoclonales
especificos para MMP-2 (No. Cat. IM33L) y MMP-9 (No. Cat. IMOSL), ambos de la marca
Calbiochem, La Jolla, CA. Estos anticuerpos reconocen la forma latente y/o activa de la
enzima, dependiendo de las condiciones reductoras o no, con que se trate a la muestra.
Para proMMP-9 se redujo la muestra. Para los inhibidores tisulares se utilizaron
anticuerpos contra TIMP-1 (Ab-2) y TIMP-2 (Ab-4), de la misma marca. El reconocimiento
con anticuerpo secundario y el complejo avidina peroxidasa se utilizaron los incluidos en

el kit Universal Vectastain ABC (Vector, CA). Al final el revelado se hizo con



diaminobenzidina 0.3% diluido en TTBS. Como controles se utilizaron enzimas puras
recombinantes para cada unas de las MMP o TIMP (Calbiochem, La Jolla, CA), colocando
0.1 pg de proteina. Las bandas obtenidas se analizaron y se cualificaron por métodos
densitométricos (obtencion del area bajo la curva para cada banda), usando un analizador
de imagenes (Stratagene, CA), y los resultados se expresaron en unidades arbitrarias;.
Para referencia del peso molecular de las proteinas reveladas se incluy6 un carril con
marcador de peso molecular alto (Gibco BRL).

NORTHERN BLOT.

Se extrajo el RNA total de las MF con el reactivo trizol (Gibco, BRL, USA).
Posteriormente fue comrido en geles de agarosa y transferido a membrana Inmobilon —N
(Millipore, Medford, USA). Las membranas fueron hibridadas con sondas especificas para
p-actina, MMP-2 y MMP-9 marcadas por el método de random primers con [**P}-CTP bajo
condiciones ya descritas™. Las autorradiografias fueron evaluadas por densitometria con
el analizador de imagenes Eagle Eye (Stratagene, La Jolla, Ca). La expresion relativa de
los RNAm de las enzimas fue normalizada con el RNAm para p-actina. Las sondas para
MMP-2** y MMP-9*, fueron donadas por Tryggvason K. (Finlandia). Asimismo, la sonda
para TIMP-1% fue donada por el grupo de Skup D. (Canada).

RESULTADOS.
Actividad proteolitica en extractos de tejido y liquido amniético.
La actividad proteolitica medida para LA y EMF, utilizando azocaseina como sustrato

soluble, mostré los siguientes valores, expresados como pg de sustrato degradado/mg de
proteina incubada.

20 21M 31N
LA |100+20 |210+50 |60+ 15
EMF |40+15 |90+30 |100+20
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Observandose en el LA un comportamiento de ascenso y descenso en sus valores de
actividad siendo mayor en 21M quien mostro diferencia significativa al compararse contra
los ofros dos tiempos (p< 0.001). Como podemos observar para ET existe un ascenso en
la actividad enzimatica entre el dia 20 y 21M mostrando diferencias significativas (p<

0.001), éste ultimo comparado con 21N no mostro diferencias significativas (Figura 5).

Actividad gelatinolitica obtenida por zimograma.

El patron de bandas obtenido para LA y ET con la técnica geles/sustrato mostro que
desde el dia 20 de la gestacion existen dos bandas de lisis con peso molecular estimado
de 72 kDa y 65 kDa, que de acuerdo al patron de migracion de la linea celular U337
corresponden a proMMP-2 (72 kDa) y MMP-2 (65kDa). En las muestras 21M y 21N se
aprecid una nueva banda de lisis en ambos compartimentos, ademas de las ya
mencionadas, y que corresponde a proMMP-9 cuyo peso molecular es de 92kDa (Figura
BA y 7A). Cabe mencionar que en la muestra de LA -21N se observaron otras bandas de
alto peso molecular (Figura 6A).

Como se observa en las figuras 6-A y 7-A, la aparicion de proMMP-9 se dio a partir de 12
horas antes del trabajo de parto presentandose también durante el trabajo de parto en
ambos compartimentos. En muestras de LA (Figura 6-B), los valores obtenidos por
densitometria para proMMP-9 (presentados como unidades relativas [UR]), mostro
diferencias significativas entre 21M (6950 + 950) y 21N (15200 + 1100), donde se aprecid
que aumenta al doble de intensidad durante el trabajo de parto. En este mismo
compartimento, del total de actividad gelatinasa, evaluada por etapa, proMMP-9
represento el 27% de la actividad observada doce horas antes del TP, y durante el trabajo
de parto represento el 47% de la actividad presente en esta etapa. La intensidad de las
bandas de proMMP-2 y MMP-2, presentd cambios significativos en 21M de acuerdo a los
valores obtenidos por densitometria, observandose que su actividad incrementa en las 12
horas antes de ocurnr el trabajo de parto (19718 + 1500), para decaer al final de la
gestacion (Figura 6 Ay B).

El comportamiento de proMMP-9 en el tejido (Figura 7 A), fue similar al observado en el

LA, su actividad se visualizo a partir de doce horas antes del trabajo de parto y estuvo



Actividad de gelatinasa en LA por zimografia.
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Actividad de galatinasa en EMF por zimografia.
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presente durante el TP. Pero en este compartimento, no mostr6 diferencias significantes
con respecto a los valores obtenidos por densitometria en ambas etapas (9099 + 850 UR
para 21M y 10489 + 1000 UR para 21N). Asimismo representé solo el 35% de la actividad
total obtenida en cada etapa. La proMMP-2 y MMP-2 no mostraron diferencias en relacion
con las etapas manteniéndose en el rango de 15000 a 16500 unidades relativas (Figura 7
B).

Identificacion de proteinas con anticuerpos especificos.

De acuerdo a los resultados obtenidos por zimografia tanto en LA como EMF se procedio
a verificar la presencia de estas metaloproteinasas por la técnica de Western blot
encontrando respuesta inmunoreactiva para MMP-2 y MMP-9. Asimismo se pudo
identificar a los inhibidores titulares de estas enzimas, TIMP-2 y TIMP-1, respectivamente,

los cuales se encuentran presentes en ambos compartimentos (Figura 8).

La utilizacion de anticuerpo especifico contra MMP-9, bajo condiciones reductoras para la
muestra, permitié detectar la presencia de proMMP-9 en ambos compartimentos, a partir
del dia 20 de la gestacion hasta el TP; la presencia de dicha proteina en el dia 20 de la
gestacion, no se detectd por zimografia. La cantidad de proteina inmunoreactiva para esta
metaloproteinasa fue aumentando conforme se acercaba el trabajo de parto.
Observandose que en LA, la respuesta aparece 24 horas antes de iniciado el TP (4800 +
540 UR) y que esa respuesta aumenta al doble a las 12 horas (8700 + 450 UR),
manteniéndose constante hasta el TP. A diferencia del tejido, donde se observa que la
respuesta aparece a partir del dia 20, y se valores semejantes 12 horas antes del TP
(1100 + 300 UR), pero llegado el momento del trabajo de parto (2900 + 370 UR),
mostrando que el incremento en la cantidad de proteina inmunoreactiva es dos veces mas

al obtenido en el dia 20 (momento de su aparicion).

Los resultados obtenidos para TIMP-1 muestran una respuesta antagonica a la
encontrada para proMMP-9. Quien en el trabajo de parto muestra disminucion de 3 veces
respecto al dia anterior (3200 + 830 para el dia 20 y 1050 ¢ 474 para 21N). Este dato es
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semejante en ambos compartimentos. La respuesta para MMP-2 y TIMP-2 fue similar en
ambos compartimentos, no se encontraron cambios en los dias estudiados (el rango de
UR para MMP-2 fue 8500 + 1200, y para TIMP-2 de 1450 + 570).

Expresion de genes por northern blot,

Para expresar de forma semicuantitativa los datos densitométricos del northern blot, se
utilizé el mismo principio que para el westem blot y las unidades densitométricas (UD) se
normalizaron en cada membrana, utilizando la intensidad de la banda del mRNA de la p-
actina (control). La respuesta del gene para MMP-2 no mostré cambios en su expresiéon
desde el dia 20 hasta el final de la gestacion. La expresion del gene para MMP-9 fue
detectada desde el dia 20 y hasta el final de la gestaciéon, encontrando aumento de 6
veces mas en el trabajo de parto con respecto a las 24 horas antes. Para TIMP-1 se
obtuvo decremento de 3 veces menor en TP respecto a 21M, cabe aclarar que con el
inhibidor nunca se encontro la senal tan intensa como la obtenida para MMP-9 (Figura 9).

DISCUSION.
La composicion de la matnz extracelular es importante en las membranas fetales para que
pueda soportar cambios de presion y movimientos fetales sin sufrir rompimiento hasta el
momento preciso del parto, momento en el cual se lleva a cabo una serie de cambios
estructurales que conducen a la pérdida de sus caracteristicas, marcando el inicio del
evento con la ruptura de dichas membranas. Algunos de estos cambios han sido
documentados previamente por diversos autores * > ** En el presente trabajo se
analizaron cambios en la expresion y actividad de las gelatinasas en la fase final de la
gestacion, enzimas indispensables para la degradacion de la colagena tipo IV, V y VII,
principales componentes de las MF. La presencia en ambos compartimentos, de actividad
proteolitica aumentada al final de la gestacion en el modelo de la rata, coincidid con lo
reportado en diferentes trabajos que muestran aumento de la actividad enzimatica previa
al trabajo de parto en humano® ?°. Nuestros resultados mostraron que el incremento fue
mayor en el liquido amnidtico 12 horas antes del TP, a diferencia de lo observado en
EMF; llamando la atencion que durante el TP esta relacion se invirtio a favor del tejido.
Este hallazgo fue novedoso, ya que en los trabajos antenormente citados no trabajaron

ambos compartimentos al mismo tiempo, y solo reportan el aumento ya sea en LA o MF

16
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Estos resultados nos llevaron a sugerir que en la membrana hay un reclutamiento de

enzimas en el momento en que se va a dar la ruptura del tejido.

Una vez registrado el aumento de actividad proteolitica en el modelo, el siguiente paso fue
verificar en las muestras la presencia de las enzimas objetivo del estudio, para lo que se
utilizoé uno de los sustratos sobre los que ejercen su actividad estas enzimas. Una de las
ventajas en la utilizacion de |a técnica de zimografia, es la visualizaciéon en un mismo gel,
tanto de las formas activas como los zimogenos, separados por la diferencia de peso
molecular. Esto se debe a que durante la electroforesis, la proteina se somete a
condiciones desnaturalizantes por la accion del SDS®; este detergente actua sobre el
zimogeno activandolo al generar cambios estructurales en la proteina, sin modificar su
peso molecular. Al final, estos zimégenos se revelan como bandas con mayor peso
molecular y que presentan actividad enzimatica.

La caracterizacion cualitativa de las bandas obtenidas por zimograma llevé a la
identificacion de proMMP-2, MMP-2 y proMMP-9 presentes en liquido amniotico y en el
extracto de membrana fetal. Como se observo en la figura 5A, la actividad enzimatica total
de MMP-2 registro un ligero aumento a las 12 horas antes de TP en el LA para disminuir
posteriormente, hecho que difiere con lo reportado por el grupo de Maynon et al’’
quienes reportan que no existe vanabilidad para esta enzima, al analizar muestras de LA
con y sin TP, asi como con RPM. Esta diferencia podria deberse a las técnicas utilizadas
para el analisis de la muestra, ya que en nuestro trabajo sélo se analizaron las muestras
por técnicas cualitativas, y ellos utilizaron inmunoensayo ELISA, donde se obtienen
resultados cuantitativos de la cantidad de proteina presente en la muestra. Con relacion a
la presencia de la forma activa de MMP-2 en los tiempos de estudio diferimos con lo
reportado por McLaren®, quienes no observan la presencia de la forma activa en
muestras sin TP, y solo la reportan en muestras postenores a la labor. Sin embargo
nuestros resultados obtenidos para el EMF donde no se registraron cambios para esta
enzima, coincide con datos obtenidos en el laboratorio, en donde se monitored la
presencia de esta enzima en los dias 15-18 no reportaron cambios en la presencia de
esta MMP, lo cual reafirma la teoria de la participacién de la MMP-2 en la remodelacion
de la matriz extracelular de diferentes tejidos por lo que, en el recambio que sufren las MF

durante la gestacion no es de sorprendemos su presencia, sin embargo el
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comportamiento que tiene esta MMP en el LA nos hace suponer un posible papel
activador para proMMP-9 en el trabajo de parto, ya que mientras su actividad se ve
disminuida, proMMP-9 aumenta y posiblemente en este momento deje su estado de
latencia para pasar a su estado activo, desencadenando la degradacion del tejido y por
ende su ruptura. Este posible papel para la MMP-2 como activador de proMMP-9 fue
reportado por Fridman®® en 1995, cuando al realizar incubaciones de MMP-2
recombinante con proMMP-9 obtuvo bandas con peso molecular de 86 kDa y 82 kDa, en
un proceso de corte similar al realizado por la estromelisina-1 cuando activa a la
proMMP-S.

Los datos obtenidos por Western-blot reafirmaron la presencia de MMP-2 y proMMP-9
actuando al término de la gestacion, lo que permite sugerr la teoria de que MMP-9 en
conjunto con MMP-2 son las enzimas responsables de las alteraciones que sufren las

membranas fetales previas a su ruptura.

Es importante sefialar que la forma activa de MMP-9 no se detectdé en ninguno de los
compartimentos estudiados, dato que se ha observado mucho en la literatura donde al
hablar de su participacion de esta enzima en la gestacion siempre la muestran con peso
molecular de 92 kDa** ?* % hecho que no es posible ya que no se puede pensar en la
enzima en su estado de zimogeno actuando en la degradacion del tejido. Por lo que se
penso en la posibilidad de que esta metaloproteinasa estuviera en asociacion con su
inhibidor (TIMP-1) horas antes del TP, formando el complejo enzimal/inhibidor, tal
suposicion fue desechada al encontrar que niveles de proteina inmunoreactiva especifica
para TIMP-1 iban disminuyendo conforme se acercaba el TP. Mas es notable el
incremento que tiene proMMP-9 y el que aparezca cercano al momento de la degradacion

enfatiza que la degradacion del tejido se da en torno a la activacion de esta enzima.

Con respecto a la produccion de TIMP-2, quien tiene afinidad selectiva por la proMMP-2,
se encontrd gue sus valores no fueron modificados en la etapa final de la gestacion, lo
que concuerda con datos encontrados en el humano. El hecho de que esta enzima y su
inhibidor se mantengan presentes y sin modificacion sugiere que el eje prncipal de
ruptura se ejerce sobre MMP-9.



La expresion del gen de MMP-2 mostro al igual que los resultados por Westemn blot que
esta MMP no presentd cambios, dato que coincide con lo reportado por Fortunato?,
quien indica que el gen de MMP-2 es un gen que se expresa constitutivamente en las
membranas fetales. Sin embargo el resultado fue diferente para MMP-9 y su inhibidor. La
expresion de esta enzima se vio aumentada a partir de 12 horas antes del trabajo de
parto corroborando los resultados obtenidos por inmunorreactividad y zimografia. Estos
datos concuerdan con los obtenidos por otros autores donde reportan aumento en la
expresion del gen hacia el final de la gestacion® 2, La relacion inversa enzima-inhibidor
evidente para MMP-S/TIMP-1 por northern blot, donde el aumento en la expresion de la
enzima es contrario a lo observado para TIMP-1 confirma que el balance entre proteasa e
inhibidor se inclina a favor de la protedlisis del tejido en el momento del trabajo de parto.

El balance entre la produccion de MMPs y sus TIMPs es un punto critico para el

mantenimiento de la homeostasis de la MEC. Como se observé, si los componentes de

las membranas fetales se inclinan hacia la produccion de MMPs causaran la degradacion
de eéstos, produciendo la ruptura del tejido. El estudio en las membranas de rata permitid
documentar la relacion existente entre la enzima (MMP-9) y su inhibidor (TIMP-1) justo a
momento del trabajo de parto, y al parecer MMP2 - TIMP2, como complejo no influyen en
el evento.
Senalando que en el periodo comprendido entre las 24 horas antes de TP y hasta el
momento del parto debe existir un mecanismo de activacion para proMMP-9 que involucre
posiblemente a MMP-2 o a otras proteasas que participen en la activacion de la enzima in
vivo. Seria interesante encontrar el momento idoneo de dicha activacion, el continuar
trabajando con membranas de rata posibilita encontrar las respuestas a estas preguntas,
ya que es un modelo reproducible, economico y que facilita la obtencién de muestras a
tiempos definidos por el investigador. !ZTI'

CONCLUSIONES.
Nuestros resultados permiten concluir que en las membranas fetales el mecanismo
regulador del proceso de remodelacion durante la gestacion, se da basado en la
interaccion MMP-2/TIMP-2, ya que fueron quienes estaban presentes tiempo antes del
inicio del trabajo de parto y no presentaron cambios a nivel de gen o proteina, al final de la

gestacion. Esto mismo, permitid visualizar que en el mecanismo de la ruptura de las



membranas fetales durante el parto, existe un desajuste en la interaccion enzima inhibidor

relacionado con la aparicion de MMP-9 en esta ultima fase de la gestacion, resultado

inverso para TIMP-1, hecho que propone esta interaccion como posible blanco de

estudios posteriores para contrarrestar el problema fisiopatologico de la RPM.
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