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1. ABREVIATURAS

CDB microCalorimetria Diferencial de Barrido.

Eca Extracto conteniendo calcio.

Eepta Extracto conteniendo EDTA.

EDTA Etilen Diamino Tetra Acético.

LA Liquido Amnidtico.

MCA Membranas Corioamniéticas (humano) 6 Corioalantoideas (rata).

También se denominan membranas fetales.

MMP Metaloproteinasas de matriz extracelular.

MMP-1 Metaloproteinasa de matriz extracelular-1 o colagenasa
Intersticial.

MMP-2 Metaloproteinasa de matriz extracelular-2 o gelatinasa A.

MMP-3 Metaloproteinasa de matriz extracelular-3 o estromelisina 1.

MMP-7 Metaloproteinasa de matriz extracelular-7 o matrilisina.

MMP-8 Metaloproteinasa de matriz extracelular-8 o colagenasa de
neutrofilos.

MMP-9 Metaloproteinasa de matriz extracelular 9 o gelatinasa B.

MT-MMP Metaloproteinasas de membrana.

PP Parto Pretérmino.

RPM Ruptura Prematura de Membranas.

TIMP-1 Inhibidor tisular de Metaloproteinasa-1.

TIMP-2 Inhibidor tisular de Metaloproteinasa-2.

TP Trabajo de Parto.



2. RESUMEN

Las metaloproteinasas de matriz (MMP) son una familia de enzimas que se
secretan en forma inactiva al espacio extracelular y su activacion fisiologica es un
proceso poco conocido. La degradacion de la membrana corioalantoidea (MCA)
de la rata representa un ejemplo natural, en el que estas enzimas son
selectivamente activadas al momento del desarrollo del trabajo de parto y en
asociacion estrecha con eventos como la contraccion uterina y la dilatacion
cervical. En este trabajo se caracterizé la expresion y actividad de MMPs en las
MCA vy liquido amniotico (LA) de la rata durante la gestacion y el trabajo de parto.
Se demostrd la existencia de un complejo de alto peso molecular, formado por
diferentes MMPs y TIMPs (inhibidores tisulares de metaloproteasas) que se
extrajo de preparaciones de MCA y se mostré su estabilizacion por calcio. Este
complejo, en tanto se encuentra estable, confiere latencia a las enzimas que lo
componen, lo que abre la opcion de su posible papel en la degradacién del tejido
conjuntivo en estos tejidos. Para la realizacion de este estudio se analizaron
muestras de MCA y LA obtenidas en ratas con embarazos programados vy
sincronizados. Se prepararon extractos de MCA en presencia de calcio de las que
se eluyo el complejo de MMP mediante un tratamiento con EDTA. Los complejos
disociados o restaurados por adicién de calcio fueron analizados por calorimetria
diferencial, cinética enzimatica y zimografia. Asi mismo, preparaciones de tejido
libre de células fueron sometidas a analisis por inmunohistoquimica y microscopia
confocal. Los resultados mostraron que existen diferencias en la expresion de

MMPs a lo largo de la gestacion, ademas de un incremento en la actividad



proteolitica en las MCA y LA horas antes del trabajo de parto. La calorimetria
revelé en muestras obtenidas al final de la gestacion, la existencia de un complejo
que en presencia de calcio presentd un amplio rango de desnaturalizacion (T, de
72°C). Cuando fue analizado en ausencia de calcio, se observaron ocho diferentes
temperaturas de transicion con T,s que correspondian a proMMP-9, MMP-9,
proMMP-3, MMP-3, proMMP-2, MMP-2, TIMP-1 y TIMP-2, de acuerdo a los
parametros obtenidos al correr las correspondientes proteinas recombinantes. El
perfil cinético, medido como actividad sobre un sustrato sintético de gelatinasas,
mostré actividad maxima en un rango de 0.7 a 2.1 mM de calcio. Por arriba de
esta concentracién las enzimas adquirieron estado latente. Estos resultados
fueron confirmados por zimografia. La presencia de cada una de las enzimas y
TIMP detectados en presencia de calcio, fue identificada en el tejido por
inmunohistoquimica. Finalmente la colocalizacion de todos los componentes
moleculares del complejo fue demostrado sobre la matriz extracelular de las MCA
por analisis con microscopia confocal. Todos los resultados obtenidos sustentan la
posibilidad de que el complejo de MMP forma parte de la composicion normal de
las MCA a término. Por otro lado, el ensamble/desensamble del complejo que
confiere latencia o actividad enzimatica respectivamente, ocurre dentro de un
rango de concentracion de calcio fisiolégica, que permite postular su posible papel
en la degradacion del tejido conjuntivo que acompafa al evento del trabajo de

parto.



3. ABSTRACT

Induction of expression of matrix metalloproteinases (MMPs) and their extracellular
activation are key processes in connective tissue degradation in the chorioallantoid
membrane (CAM) during rat labor. However, the regulatory mechanisms remain
largely unknown. Here we describe and characterize sequentially the activity of the
enzymes that degrade connective tissue in the CAM and amniotic fluid (AF) of the rat
during pregnancy and labor. Moreover, we report the identification of a calcium-
dependent high molecular weight complex composed of different MMPs and tissue
inhibitor of metalloproteinase (TIMP). Pregnant Wistar rats were sacrificed on
different days of gestation and samples of CAM and AF were collected to be
analyzed for proteolytic activity, zymography, Western blot and Northern blot. We
realized extracts of the CAM obtained 12 hours before labor. These extracts were
subjected to fast protein liquid chromatography (FPLC) and differential scanning
calorimetry (DSC) for the characterization of a calcium-dependent complex. It was
identified in the tissue extracts and using cell-depleted CAM. The identification of this
complex was verified by inmmunohistochemistry and confocal microscopy. Results
showed that during labor, there is a significant increase in the proteolytic activity in
the CAM and AF. MMPs mRNA expression were coincident with enzymatic activity
and Western blot data. Molecular sieve chromatography confirmed the presence of a
complex of MMPs and TIMPs with an exclusion volume above 670 kDa. Differential
scanning calorimetry of the complex confirmed the existence of a macromolecular

complex that unfolds with a broad transition; it is denatured over a wide range of



temperatures and has a Ty, of 72 °C in the presence of Ca?*. When denatured in the
absence of Ca®*, there were at least eight transitions with T,s that corresponded to
proMMP-9, MMP-9, proMMP-3, MMP-3, proMMP-2, MMP-2, and TIMP-2. Co-
localization of the same molecular components was demonstrated by confocal
microscopy using cell-depleted chorioallantoid membranes. The assembly and
disassembly of the complex can be reproduced at physiological concentrations of
calcium. This complex provides a potential mechanism for the enzymatic regulation
of MMPs, which may participate in connective tissue degradation leading to rupture

of the fetal membranes during labor.



4. INTRODUCCION

El proceso biolégico comprendido desde que se produce la fecundacion hasta el
nacimiento de un nuevo individuo se denomin6 gestacion, en este periodo hay
crecimiento y desarrollo del feto dentro del utero de la madre, finalizando con un
conjunto de acontecimientos que se suceden para permitir la salida del recién
nacido. Esta ultima fase se llama trabajo de parto.

El trabajo de parto comprende la ruptura de las membranas corioamnidticas, de
manera sincronica con las contracciones uterinas, la dilatacion y el borramiento del
cuello del cérvix, eventos que se presentan asociados para facilitar la expulsion
del producto. Sin embargo, en algunos casos se ha observado que las membranas
se rompen en ausencia de todos los demas eventos que caracterizan el trabajo de
parto, patologia que se ha denominado ruptura prematura de membranas (RPM).
Esta entidad nosologica se define como la pérdida de continuidad de las
membranas fetales con salida de liquido amnidtico, por lo menos dos horas antes
de que inicie el trabajo de parto, y en embarazos mayores de 20 semanas (ACOG,
2003).

La RPM es una complicacion del embarazo, cuya gravedad aumenta
directamente con la temporalidad con que se presenta en la gestacion, poniendo
en riesgo la vida del producto y la madre cuanto mas temprana ocurra. Esto la
coloca como un problema grave de salud (ACOG, 2003), aportando un tercio de
los prematuros que ingresan a terapia intensiva neonatal y es causa directa de la
quinta parte de las muertes de estos neonatos (Beltran y Enriquez, 2004). La

frecuencia de RPM en nuestro pais es del 10% y en el Instituto Nacional de



Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes (INPerlER), su prevalencia es alta por
la naturaleza de la institucidon, que concentra poblacion de riesgo elevado,
alcanzando la cifra de 12% de los nacimientos (INPer, 2000).

A pesar de la frecuencia con la que se presenta la RPM y los elevados riesgos
de morbimortalidad por prematurez del producto o por infeccion materna y
perinatal, aun existe controversia en cuanto a su manejo, etiologia, factores
desencadenantes y asociados. Hasta el momento se considera que la
etiopatogenia de la RPM es multifactorial. La infeccién y la inflamaciéon son
sucesos importantes en su génesis (Goldenberg y cols., 2000). Sin embargo, ni
todas las RPM cursan con infeccidn, ni todas las mujeres infectadas desarrollan
RPM. Otros factores relacionados con la RPM son deficiencia de nutrimentos,
tabaquismo, enfermedades transmitidas sexualmente, conizacion previa,
embarazo pretérmino previo, RPM previa, antecedente de amenaza de parto
pretérmino, distension uterina, sangrado transvaginal, cerclaje y amniocentesis
(Casanueva,1991; Beltran y Enriquez, 2004).

A pesar de existir todos estos datos de asociacion con la RPM, actualmente el
mecanismo que conduce a la ruptura prematura no ha sido completamente
esclarecido. Recientemente se han realizado aportaciones para entender que esta
complicacion obstétrica resulta de una compleja red de sefializaciones, todavia
poco caracterizada, entre las poblaciones celulares que se localizan en la interfase
entre la madre y los tejidos fetales (Parry y Strauss, 1998).

Se ha propuesto que el mecanismo molecular que desencadena la ruptura de
membranas involucra diversos procesos bioquimicos, entre los que se encuentran

la disminucién en su contenido de colagena, la alteracion de su estructura y el



incremento en la actividad colagenolitica (Malak y Bell, 1994; Vadillo y cols., 1990;
Vadillo y cols., 1995). En este ultimo punto se ha encontrado la participacién de
una familia de proteasas denominadas metaloproteinasas de matriz extracelular
(MMP), que se expresan en las membranas corioamniéticas y en células que
integran la coriodecidua. Esta familia de enzimas inducen la degradacién selectiva
de componentes de las membranas fetales y su expresion y actividad fuera de
sincronia, con otros eventos del trabajo de parto, podrian explicar la RPM (Vadillo-
Ortega y cols., 1992).

La identificacion de MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-8 y MMP-9 en
asociacién al desarrollo del trabajo de parto normal y en la RPM (Vadillo-Ortega y
Estrada, 2005), ha permitido proponer un proceso bioquimico activo de
degradacion sobre componentes de la matriz extracelular tanto de la capa
compacta, como capas que conforman el amnios y corion de las membranas
fetales. De igual manera la identificacién de inhibidores tisulares especificos para
estas MMPs, conocidos como TIMPs y su determinacion cuantitativa han
contribuido a postular que existe proteolisis de las membranas en el momento final
de la gestacion previo a su ruptura, ya que las MMPs se presentan en
concentraciones elevadas y TIMPs disminuidos (Vadillo y cols, 1996, Fortunato y
cols, 1999).

Cabe mencionar que esta familia de enzimas son secretadas al espacio
extracelular en forma de zimogenos requiriendo ser activadas por diferentes
mecanismos  (Woessner y Nagase, 2000). Por lo que para que se tengan
concentraciones elevadas de las MMPs, previo a la ruptura de membranas, es

necesario que existan sefales que induzcan la expresion de estos genes y que el



mecanismo de activacion se ejerza sobre la MMP secretada. Por ello, este paso
parece ser el punto mas importante de regulaciéon del momento en que se inicia la
ruptura fisiolégica de las membranas. Dado que hasta el momento se desconoce
el mecanismo fisiolégico de activacion para estas enzimas en torno al trabajo de
parto y observando las analogias presentes en la composicion de las membranas
fetales de diferentes especies, se propone que los mecanismos que operan
previos a la ruptura de la membrana fetal guarden similitud interespecies. Este
trabajo identifica las diferentes MMPs presentes en la membrana fetal en
diferentes momentos de la gestacién, observando los cambios en su actividad de
manera longitudinal y precisando el tiempo de activacién de las diferentes MMPs

asociadas con el trabajo de parto.

4.1 Membranas Fetales.

4.1.1 Estructura. Las membranas fetales (MCA), o su equivalente en la rata,
las membranas corioalantoideas son tejidos extraembrionarios que delimitan la
cavidad amniotica, estan constituidas por dos capas histologicas superpuestas
que funcionan como una unidad estructural y funcional: el amnios y el corion.

Cada una de las capas estan formadas por distintos tipos celulares, incluyendo
células epiteliales, mesenquimatosas, inmunoldgicas y trofoblastos, embebidos en
una matriz extracelular cuyo principal componente es la colagena (Harkness y

Harkness, 1956; Bryant-Greenwood, 1998a).



Las MCA derivan su fuerza de la colagena y ésta a su vez de su estructura y
variedad, al menos cinco de los diferentes tipos de colagena se encuentran en
estas membranas y se distribuyen de acuerdo a la funcién estructural que cumplen
en las distintas capas que las conforman (Malak y cols., 1993; 1994).

El amnios carece de vasos sanguineos y de inervacion, los nutrimentos que
requiere provienen del LA; la capa mas interna y cercana al producto es el epitelio
amniodtico constituido por células cuboideas ciliadas, las cuales secretan colagena
tipo Il y IV y glicoproteinas como laminina, nidégeno y fibronectina, las cuales
constituyen a la membrana basal; adyacente a ésta, se encuentra la capa
compacta, constituida por tejido conjuntivo que forma un tipo de esqueleto fibroso
constituido principalmente por colagena tipo |, Ill, IV y VI, ademas de fibronectina;
todos estos componentes mantienen la integridad mecanica y funcional del
amnios. La siguiente capa estda formada por fibroblastos, células
mesenquimatosas (las cuales secretan las colagenas intersticiales | y 11l de la capa
compacta) y macrofagos, estos ultimos rodeados de una matriz extracelular
constituida basicamente por colagenas |, lll y IV que forman una red con granulos
de glicoproteinas (Malak y cols., 1993; 1994).

La capa esponjosa o intermedia se localiza entre el aminos y el corion, tiene
abundante contenido de proteoglicanos y colagena no fibrilar (Meinert y
cols.,2001).

El corion es la zona histolégica mas gruesa de las membranas fetales. La
porcidn coridnica en contacto con la capa esponjosa del amnios, es una estructura
tipo membrana basal que delimita la capa de trofoblastos, formando una barrera

celular continua. Ademas de esta estirpe celular, es posible encontrar cantidades

10



variables de células con marcadores de leucocitos, que en su mayoria son
macrofagos, asi como fibroblastos, todos embebidos en una matriz extracelular
laxa con colagenas tipo I, Ill, IV, V y VI y proteoglicanos. La porcién final del corion
esta en contacto con la decidua uterina (Bryant-Greenwood, 1998a; Malak y cols.,

1993; Parry y Strauss, 1998).

4.1.2 Funcion. Las MCA integran una identidad anatémica que delimita,
transporta selectivamente y secreta diferentes sustancias hacia el LA. Esta
estructura funciona como una importante barrera inmunolégica y como un sitio
altamente especializado que permite la interaccion materno-fetal mediada por
sefales autocrinas y paracrinas en ambas direcciones. Ademas, el alto contenido
de proteoglicanos y colagenas tipo IV, V y VI localizados en la capa esponjosa,
permite que el amnios se deslice sobre el corion absorbiendo el estrés mecanico
asociado a los movimientos fetales (Bryant-Greenwood, 1998a; Parry y Strauss,
1998).

La figura 1 muestra la distribuciéon anatémica de las MCA en la rata, la cual es
similar que en el humano. La definicidn de nombres que corresponde a cada una
de las membranas proviene de la entidad de donde fueron derivadas. La
diferenciacién de la placenta en la rata origina dos estructuras placentarias: la
placenta coriovitelina y la corioalantoica. Cada estructura es fundamental en el
desarrollo de la gestacion; asi, la placenta coriovitelina cumple su funcion desde la
implantacion hasta el dia 911 de prefiez y la placenta corioalantoica asume las
funciones para el desarrollo del feto a partir del dia 9 £ 1 hasta el TP (Soares y

cols.,1996). A partir del dia 17 £ 1 de gestacion en esta especie tenemos formado

11



el amnios, el corioalantoides y la placenta corioalantoica, las cuales son
estructuras similares al amnios, coriéon y placenta en el humano (Jollie, 1990;

Welsh y Enders, 1993; Paavolay cols., 1995).

—Amnios .
Regién Capsular

MPCA
Placenta corioalantoica 7 \
H =/‘/ P "\ Y \
y decidua g\ SARY
e | Loz

Figura 1. Diagrama de las membranas fetales de rata. Después del dia 17 de gestacion, el feto
de la rata es rodeado por la membrana derivada de la placenta corioalantoica (MPCA) y amnios. La
MPCA presenta dos regiones: una capsular y otra con vellosidades. Estas regiones presentan tres
capas: una monocapa celular en contacto con la decidua, seguido por una capa de tejido
conjuntivo conteniendo vasos sanguineos y un epitelio cuboideal hacia el amnios. EI amnios
presenta a su vez un epitelio simple hacia la cavidad amnidtica, descansando sobre una delgada
capa de tejido conjuntivo, seguido por una zona de células con morfologia de fibroblastos hacia la
cara de MCPA. La diferencia con el humano es que amnios y MCPA no estan fusionadas.

12



4.1.3 Nuestro modelo. Cambios observados en la morfologia de las
membranas fetales de la rata durante la gestacion.

Las membranas fetales parecen tener un momento definido para romperse
durante el trabajo de parto, en el cual las fuerzas generadas por el utero no
pueden explicar de manera aislada la ruptura. Por ello, parte de los estudios se
han enfocado a analizar la composicion de los elementos estructurales que
conforman a las membranas fetales humanas. Algunos autores han demostrado
que en las membranas que se rompen prematuramente, existe un bajo contenido
de colagena comparado con las membranas normales (Skinner y cols., 1981).
Investigaciones posteriores han corroborado estas observaciones solamente en
aquellas membranas con periodos de gestacion menores a las treinta semanas
(Kanayama y cols., 1985). Aunque otros estudios no han podido demostrar la
existencia de diferencias significativas en el contenido de colagena entre las
membranas normales y con RPM, si ha sido posible correlacionar directamente
este parametro con el tiempo que transcurre entre la ruptura y el nacimiento.
Ademas, el incremento en la actividad colagenolitica y la elevada cantidad de
colagena soluble, junto con la disminucién en la tasa de sintesis de la misma, son
caracteristicas de las membranas que se han roto prematuramente (Vadillo-Ortega

y cols., 1990).

Posteriormente surgieron estudios por microscopia electrénica, donde se han
analizado los diferentes tipos de colagena que componen a las MCA vy la
alteracion que ocurre en su estructura momentos antes del trabajo de parto

(Malak y cols., 1994), observandose disgregacion en las fibras de colagena, con
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pérdida en la integridad de la membrana basal. Aunado a estos resultados,
existe un reporte en MCA de rata, donde se sefialan cambios drasticos en su
estructura hacia la fase final de la gestacién, mostrando membranas fragiles, con
pliegues y alteraciones en la estructura de su membrana basal (Paavola y cols.,
1995). En este trabajo, antes de abordar el estudio de los procesos bioquimicos en
torno al trabajo de parto, se analizé la morfologia de las membranas fetales a lo
largo de la gestacién en nuestro modelo generado en rata. La Figura 2 muestra
los cambios estructurales observados en las MCA obtenidas en los diferentes
dias de la gestacion, sefialado que estas membranas en condiciones normales
sufren cambios estructurales hacia la fase final de la gestacion. Estos cambios
concuerdan con los datos mencionados en las membranas fetales descritos por la

literatura.

Finalmente, algunos estudios indican que existe correspondencia entre los
cambios estructurales de las membranas y el incremento en la actividad de MMP,
especificamente la MMP-9. Esta enzima tiene relevancia fisiopatolégica en el
mecanismo de ruptura de membranas a través de la degradacién de la colagena
tipo 1V, la cual le da soporte a los demas tipos de colagena. Al actuar la MMP-9
sobre su sustrato (colagena de tipo IV) en la matriz extracelular, degrada y
produce la disgregacion de las colagenas fibrilares, los proteoglicanos tienden a
hidratarse y la integridad en su estructura se pierde. Este fendmeno ocasiona el
hinchamiento de las membranas y es observable a simple vista en una membrana

de término con trabajo de parto (McLaren y cols, 2000).
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Figura 2. Cambios estructurales de MCA a lo largo de la gestacién. Los diferentes
paneles muestran cortes semifinos (1 um) de membranas fetales de rata en diferentes
momentos de la gestacion, incluidos en parafina y tefiidos con hematoxilina y eosina. A. Corte
transversal (20X) de membrana de 18 dias de gestacién, en la que se distingue las dos
regiones que la constituyen: AMNIOS Y CORIOALANTOIDES. B. membrana de 20 dias, C. dia
21 y D. membrana de trabajo de parto. A partir del dia 21 podemos observar como el amnnios
esta claramente separado del corioalantoides, ademas de presentar una estructura engrosada.
En el momento del trabajo de parto, las membranas se presentan hinchadas y completamente
desintegradas. Las fotos a y b (40X), muestran la estructura que predomina en el dia 18 y 20
de gestacién. En b podemos observar la membrana basal por debajo del epitelio amnidtico, la
cual parece casi adosarse a la membrana corioalantoidea.

4.2 Lafamilia de las Metaloproteinasas de matriz extracelular (MMP).
Las MMP son las principales enzimas responsables de la degradacion de la
matriz extracelular y desempefian un papel central en diversos procesos

fisiologicos como la morfogénesis, angiogénesis e inflamacion (Fata y cols., 2000).
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Esta familia de endopeptidasas comparte un conjunto de dominios entre los que
se encuentran: 1) Un dominio propéptido responsable de la falta de actividad de
las proenzimas. En este dominio existe un residuo de cisteina que forma un enlace
coordinado con el Zn** presente en el dominio catalitico, y enmascara de esta
manera el sitio activo de las proenzimas o zimogenos. 2) El dominio catalitico
esencial para la actividad enzimatica, que contiene el sitio de unién a Zn** y a
Ca?*. 3) Una secuencia rica en prolina que funciona como bisagra y 4) Un sitio
carboxilo terminal con un dominio tipo hemopexina (Figura 3).

Las MMPs se pueden clasificar en diferentes subfamilias que incluyen a las
colagenasas, gelatinasas, estromelisinas y las MMP de membrana celular.

Las colagenasas rompen la region triple helicoidal de las colagenas
intersticiales y a la fecha, tres miembros de este grupo han sido clonados: MMP-1,
llamada también colagenasa intersticial de fibroblastos (Jozic y cols., 2005) MMP-
8 denominada colagenasa de neutréfilos (Hasty y cols., 1990), y MMP-13 o
colagenasa 3, clonada de un carcinoma humano mamario (Freije y cols., 1994).

La subfamilia de las gelatinasas degradan colagena tipo IV, principal
constituyente de membranas basales, fibronectina y elastina. A la fecha se han
caracterizado dos miembros de este subgrupo que son la Gelatinasa A (colagena
tipo IV de 72 kDa/MMP-2) (Reponen y cols., 1992) y la gelatinasa B (colagenasa
tipo IV de 92 kDa/MMP-9) (Wilhelm y cols., 1989). Ambas enzimas contienen un
dominio adicional parecido a fibronectina y la gelatinasa B contiene ademas una
region en el carboxilo terminal que es semejante a la cadena a, de la colagena

tipo V.
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Dominios estructurales de las MMPs

Dominio
Peptido sefial pominio  transmembranal
| hemopexina

Propéptid |
/1 Visagra - ?
Sitio Furina— /( Extremo

Dominio .~ citoplasmico
fibronectina Dom|n|o catalltlco
Loop-MT

< Extremo N- terminal Cisteinas- : Dominio Ig _M Unién GPI

Dominios en Subfamilias:

Arreglo minimo
MMP(-7, -26). 4

Colagenasas, Estromelisinas y /“‘
otras MMP(-1,-8, -13), ' /-\‘_g

MMP(-3, 10,12),

MMP(-19,20,27). /,-‘
.

Gelatinasas: MMP(-2, -9).

MMP(-11, -21,-28).
MMPs de Membrana: p

(MT1-, MT2-MT3,MT-5)MMP (g -
MMPs con unién GPI: /;‘/\’a_M

(MT4-,MT6-)MMP

Transmembrana tipo Il: /;" -

MMP(-23A, -23B)

MMPs activadas por Furina: /—"/\’c

Figura 3. Metaloproteinasas de matriz extracelular. Clasificacién de las MMPs de
acuerdo a los dominios estructurales que presentan.
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La subfamilia de estromelisinas tiene una amplia especificidad de sustratos que
incluye a la parte proteica de los proteoglicanos, a la fibronectina y la laminina.
Varias enzimas se han clasificado tentativamente en este grupo e incluyen a la
estromelisina 1 (MMP-3) (Chin y cols., 1985), estromelisina 2 (MMP-10) (Madlener
y Werner, 1997), estromelisina 3 (MMP-11) (Murphy y cols., 1993), matrilisina
(MMP-7) (Wilson y Matrisian, 1996) y a la metaloelastasa (MMP-12) (Fu y
cols.,2001).

Finalmente, la subfamilia de las metaloproteinasas de membrana (MT-MMP).
Este grupo de enzimas se caracteriza principalmente por la presencia de un
dominio transmembranal que es una extension terminal rica en residuos
hidrofébicos. Se ha propuesto que este tipo de enzimas son responsables del

procesamiento de varias proteinas en la superficie celular (Sato y cols., 1994).

La regulacion de las MMPs ocurre a varios niveles tanto intra como
extracelulares y la actividad enzimatica es el resultado final de una compleja serie
de eventos que incluye la expresion del gene, la activacion del zimogeno y la
inhibicion enzimatica en el espacio extracelular.

La expresion génica de las MMP es regulada por una variedad de citocinas y
factores de crecimiento, los cuales pueden incrementar o disminuir la sintesis de la
enzima en una célula especifica (Mauviel, 1993).

Otro nivel de regulacion es la activacion del zimdégeno que puede alcanzarse
por agentes no enzimaticos y enzimaticos. Se ha observado que la presencia de
especies reactivas de oxigeno y compuestos organomercuriales activan a las

MMP (Nagase, 1997; Maeda vy cols., 1998; Murphy y cols., 1999). En el caso
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de los mecanismos enzimaticos encontramos que proteasas bacterianas, el
activador de plasminoégeno y las mismas MMP activan proMMPs presentes en el
espacio extracelular. 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 (Friedman
y cols., 1995; Ogata y cols., 1992).

A pesar de la similitud en la estructura y activacion de las MMP, se ha descrito
en parrafos anteriores que existen diferencias en la especificidad de los sustratos;
por lo tanto, el catabolismo efectivo de los distintos componentes de la matriz
extracelular requiere de la accidon concertada de varias MMP. Por ejemplo: la
MMP-1, -8 y -13 cortan la triple hélice de la colagena 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 estromelisinas cortan

colagena tipo 1V, fibronectina y laminina (Nagase y Woessner, 1999).

La actividad de las MMP debe ser controlada de manera precisa para evitar
dano a los tejidos. Existen dos tipos de inhibidores naturales para estas enzimas,
los inhibidores presentes en el suero como son las macroglobulinas (Baker y cols.,
2000) y la familia de los inhibidores tisulares de metaloproteinasas (TIMP), de los
cuales se han identificado cuatro tipos diferentes, denominados TIMP-1, -2, -3 y -
4. Los TIMPs forman complejos de alta afinidad con las formas activas de MMPs e
inhiben su actividad enzimatica a través de una interaccién no covalente (Brew y

cols., 2000).
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4.3 El papel de las MMP y TIMP en el proceso normal de rupturay en la RPM.

Diversos estudios han relacionado consistentemente la degradacion de los
diferentes elementos de la matriz extracelular en el proceso que induce la ruptura
de las membranas fetales, afectando directamente la fuerza tensil de éstas
(Vadillo y cols., 1990, 1996; Fortunato y cols., 2000a).

En condiciones normales, se ha postulado que diferentes estimulos que
afectan a las poblaciones celulares de las MCA, desencadenan la secrecion de
MMP, que inician la degradacién de la matriz extracelular y con ello se pierde el
soporte estructural y eventualmente aparece la ruptura de estas membranas
(Vadillo y cols, 1992). Diferentes grupos han aportado evidencias que apoyan la
presencia de MMP-1 (Maymon y cols, 2000a), MMP-2 (Goldman y cols., 2003),
MMP-3 (Meraz-Cruz y cols.,2006), MMP-7 (Maymon y cols., 2000b), MMP-8
(Angus y cols., 2001) y MMP-9 ( Vadillo-Ortega y cols., 1995), en las membranas
fetales de diferentes especies, incluyendo al humano, las cuales se expresan de
manera caracteristica hacia el final de la gestacién.

De igual manera se tienen diferentes reportes donde se demuestra la presencia
de TIMP (1, 2, 3y 4) en la membrana fetal (Fortunato y cols., 1998).

Se ha demostrado que comparadas con las membranas fetales normales, la
actividad proteolitica en membranas con ruptura prematura se incrementa un
promedio de quince veces. Esta actividad ha sido atribuida a las gelatinasas MMP-
2 y MMP-9, las cuales pueden degradar colagena tipo IV, V, VIl y XI. La colagena
tipo IV es el principal componente de las membranas basales, sobre la que
descansa la arquitectura estructural que protege a la membrana de la ruptura

(Draper y cols, 1995). En reportes recientes, la MMP-2 se asoci6 y caracterizd
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como parte de la maquinaria enzimatica responsable de la RPM (Fortunato y cols.,
1999; 2000a; 2000b); a este respecto, se ha demostrado que el incremento en los
niveles de MMP-2 activa y la disminucion significativa de los niveles de TIMP-2
son caracteristicos del liquido amniético de mujeres con RPM pretérmino
(Fortunato y cols., 1999; 2000a).

Con respecto a MMP-9 se ha demostrado su expresién y actividad aumentada
en membranas fetales durante los procesos de parto e infeccion intrauterina
(Vadillo-Ortega y cols., 1995; Fortunato y cols., 1999; Vadillo-Ortega y cols., 2002).
Estudios experimentales indican que en pacientes con RPM, la concentracion,
sintesis y actividad de la MMP-9 aumenta significativamente en membranas
fetales, liquido amnidtico y suero fetal (Athayde y cols., 1998; Romero y cols.,
2002). Se ha propuesto también, que el aumento en la actividad de MMP-9 esta
acompanado de la disminucion en la actividad del TIMP-1 (Vadillo-Ortega y cols.,

1996).

4.4 Panorama actual en el estudio de la ruptura de membranas.

A pesar de existir en la literatura amplia discusion acerca de los posibles
factores desencadenantes de la ruptura de membranas, tanto en condiciones
normales como patoldgicas, se carece de un analisis integral que explique cual es
el mecanismo por el cual el tejido conectivo que integra a las membranas, es
destruido, provocando en algunos casos el nacimiento prematuro. Si bien es cierto
que se conoce la participacién de algunos miembros de la familia de MMP en el
fendmeno de ruptura, se desconocen los mecanismos de regulacion del recambio

de la matriz extracelular a lo largo de la gestacion y, en especial, desconocemos
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mucha de la informacion asociada al trabajo de parto. Estudios en el humano,
mono rhesus y ratas han analizado de manera transversal la expresién y actividad
de diferentes MMPs, postulando a la MMP-9 como la enzima eje para el momento
de la ruptura de la membrana fetal (Maymon y cols., 2000a; 2000b; Goldman y
cols., 2003; Angus y cols.,, 2001; Vadillo-Ortega y cols., 1995).
Desafortunadamente no contamos con descripciones de la secuencia de eventos
que conducen a la degradacion de la matriz extracelular en el momento de la
ruptura de las membranas, sea normal o anormal. Es decir el mecanismo por el
cual estas enzimas se activan en el momento preciso del trabajo de parto es tema
que ha sido poco estudiado por la mayoria de los grupos de investigacién. Todos
sugieren la existencia de un mecanismo bioquimico de activacion de enzimas en
el microambiente fetal y citan la posibilidad de que alguno de los cuatro
mecanismos conocidos in vivo opere en la membrana fetal (activacién extracelular
de MMP por proteinas de diferentes familias (Murphy y cols, 1999), activacion
realizada por otras MMP (Imai y cols., 1995), activacién intracelular por furina (Pei
y Weiss, 1995) y activacion asociada a proteinas de membrana del tipo MT-MMP
(Cao y cols., 1995)). Sin embargo, hasta la fecha ninguno se ha analizado para
este fenbmeno biolégico. Para tratar de cubrir este hueco de informacion, se
disefio el enfoque experimental que es tema de esta tesis y que propone el uso de
un modelo animal para estudiar de manera longitudinal algunos de los cambios
asociados a la gestacién y al trabajo de parto, que se operan en la expresioén de
las diferentes MMPs, y los mecanismos de activacion de este grupo de enzimas

durante la gestacion y el trabajo de parto de la rata.
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5. HIPOTESIS DE TRABAJO.
La degradacion fisiologica de la matriz extracelular de las membranas fetales
durante el trabajo de parto de la rata estd asociada al aumento en la cantidad y

actividad enzimatica de diferentes metaloproteasas de matriz extracelular (MMP).
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6. OBJETIVO GENERAL.

Analizar y caracterizar a las diferentes MMPs que forman parte del
microambiente de las membranas fetales de rata durante el trabajo de parto e
iniciar la caracterizacion de los mecanismos moleculares de activacion enzimatica

de las MMP durante este momento.

6.1 Objetivos particulares.

-Evaluar la expresion y actividad enzimatica de las diferentes MMP presente en el
liguido amnidtico y en extractos de membranas fetales de la rata durante
diferentes etapas de la gestacion y el trabajo de parto.

-Caracterizar el mecanismo o mecanismos moleculares de activacion enzimatica
que participan en la ruptura de la membrana fetal durante el trabajo de parto en

esta especie.
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7. MATERIAL Y METODOS.
El trabajo experimental se subdivide en dos secciones:
1. Analisis descriptivo de la expresion y actividades de MMPs en membranas
fetales y liquido amni6tico durante la gestacion y el parto.
2. Exploracién de los mecanismos de activacion de las MMP identificadas en
la membrana fetal en la etapa periparto (12 horas antes de trabajo de

parto).

7.1 Material Biologico.

Este proyecto de investigacion fue aprobado por las Comisiones de
Investigacion y Etica del Instituto Nacional de Perinatologia Isidro Espinosa de los
Reyes (No. de Registro 212250-06071), utilizando para la estancia de los animales
las instalaciones del Bioterio de la Torre de Investigacion.

Se utilizaron ratas hembra de 250 g de peso de la cepa Wistar, que fueron
sincronizadas con ciclos de luz oscuridad 12/12, lo que permitid tener animales
con 21 dias de gestaciéon. A todas las ratas se les realiz6 frotis vaginal diario para
dar seguimiento a su ciclo estral. Se formaron 20 grupos de 5 ratas hembra en
etapa de proestro por 1 rata macho, las cuales fueron colocados juntos durante
24 horas. Esta maniobra permitié hacer coincidir en este lapso el momento de
ovulacion de las ratas, que se inicia 10 horas después de la etapa en que fueron
apareadas. Al momento de retirar al macho se realizo citologia vaginal y las ratas
con presencia de espermatozoides, se consideraron en el dia numero 1 de
gestacion. Las ratas fueron sacrificadas en los dias 15, 17, 19, 20 y 21 de la

gestacion. En el dia 21 se sacrificaron a dos tiempos, aproximadamente 12 horas
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antes del trabajo de parto (definido como periparto) y al momento del trabajo de
parto (momento en que se expulsé el primer producto). Los animales recibieron la

misma alimentacién y agua ad libitum.

7.2 Reactivos y Equipo.

Las proteinas recombinantes y anticuerpos monoclonales se adquirieron de
Calbiochem Biochemicals (La Jolla, CA, USA): Proenzima recombinante para
MMP-9 (No. cat. PF038), MMP-3 (PF063), MMP-2 (PF037). Enzima activa
recombinante para MMP-9 (PF024), MMP-3, sitio catalitico (444217), MMP-2
(PF023), TIMP-2 (PF021) y TIMP-1 (PF019). Anticuerpos monoclonales, Anti-
MMP-9 (Ab-9) (Ab-1), Anti-MMP-3 (Ab-1), Anti MMP-2 (Ab-9) (Ab-3), Anti-TIMP-2
(Ab-2) y Anti-TIMP-1 (Ab-1).

Todos los reactivos y soluciones que se usaron fueron de grado analitico:
Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA), Invitrogen Life Technologies (Carlsbad, CA,
USA) y Vector (Burlingame, CA, USA) .

El equipo utilizado forma parte de la infraestructura del Departamento de

Bioquimica y del laboratorio de la Direccidn de Investigacion:

Analizador de imagenes UVP Biolmaging System (Upland, CA).

Espectrofotometro DU-65, Beckman (USA)

FPLC AKTA Prime Amersham Pharmacia Biotech
(NJ, USA).

Microcalorimetro diferencial MicroCal VP-DSC (MicoCal LLC,

de barrido Northampton, MA).

Microscopio confocal Axiowert 100 M, Carl Zeiss (Germany).

Politron Brinkman Instrument, Westbury, NY,USA
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7.3/7.4 Métodos.

7.3 Fase 1. Analisis descriptivo de la expresion y actividad de MMPs en

membranas fetales y liquido amniotico durante la gestacion y el parto.

7.3.1 Colecta de Muestras Bioldgicas.
Los LA y las MCA se colectaron en cada serie de experimentos. Las MCA se

separaron de la placenta, se colocaron en soluciéon salina y se transportaron al

laboratorio (Figura 4).

Figura 4. Colecta de muestras. El panel A muestra el momento de la colecta del liquido amnidtico
y el panel B muestra las MCA antes de ser separadas de la placenta.

7.3.2 Preparacion de extractos de MCA.

Las MCA se lavaron con solucién salina para remover los coagulos adheridos. Los

fragmentos de tejido se colocaron en solucion amortiguadora de Tris-Calcio, pH 7.4
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(A). Se preparo extracto de membranas por homogenizacion en un Polytron, en el que
se realizaron las determinaciones que se describen adelante. Tanto los homogenados
como los LA fueron centrifugados a 10,000 x g durante 15 minutos, colectando los
sobrenadantes para analisis. La concentracion de proteina de los sobrenadantes de
ambos fue determinada por el método de Bradford (1976), usando albumina bovina

como estandar de referencia. EI manejo de todas las muestras siempre se hizo a 4°C.

7.3.3 Actividad enzimatica.

Para evaluar la actividad proteolitica de cada una de las muestras obtenidas en la
gestacion de la rata, se realizaron ensayos ante dos diferentes sustratos con la
siguiente metodologia:

La actividad proteolitica de los extractos de tejido y de LA se determin6é usando
azocaseina y gelatina marcada con anhidrido acético tritiado. Para el primero, se
incubaron 500 ug de azocaseina con 10 ug de proteina de cada muestra y se llevo 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 pl de acido tricloroacético en frio, después de 30 minutos se centrifug6 a 12,000 x
g por 5 minutos. Los valores de absorbancia de los sobrenadantes fueron leidos a 336
nm en espectrofotdmetro. Para la actividad con sustrato radiactivo se utilizé el método
de Sunada y Nagai (1980). Se utilizaron 10 ug de proteina de cada muestra incubados
con 25 ug de substrato tritiado (actividad especifica 1.5x10° dpm/mg), amortiguador A,

a 37°C por 24 horas. Todos los ensayos se validaron por triplicado. La actividad
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gelatinolitica o caseinolitica se expres6 como ug de gelatina o azocaseina
degradada/mg de proteina incubada.

Las muestras de LA y de extractos de MCA se incubaron con gelatina tritiada, en
presencia de diferentes inhibidores de proteinasas, incluyendo 1-10 ortofenantrolina 80
mM (OF),fluoruro de fenilmetilsulfonilo 10 mM (PMSF), aprotinina 10 ug/ml (AP) , N-
etilmaleimida 20 mM (NEM) y pepstatina A 1 ug/ml (PEP).

Otras alicuotas de LA y extractos fueron tratadas con acetato aminofenil mercurico
(APMA) a concentracion final 1 mM durante 12 horas a 37°C, para activar a las MMP
latentes.

Las actividades enzimaticas fueron expresadas como promedios = desviacion
estandar. Para el analisis estadistico se utilizé la prueba de ANOVA y valores de p <

0.05 se consideraron con significancia.

7.3.4 Electroforesis SDS y Zimografia.

El analisis de los pesos moleculares de cada una de las proteinas presentes en los
extractos se realiz6 mediante geles de poliacrilamida con sodio duodecil sulfato (SDS-
PAGE), siguiendo las instrucciones recomendadas por Laemmli (1970). La
determinacién de la presencia y actividad de gelatinasas asociadas, se hizo mediante
geles de acrilamida al 8% copolimerizados con gelatina porcina a concentracién de 1
mg/ml (Vadillo-Ortega y cols., 1995). 10 ug de proteina se aplicaron por carril en
condiciones no desnaturalizantes. Después de la electroforesis los geles fueron
colocados en Triton X-100 al 2.5% (2 x 15 min), lavados e incubados toda la noche a

37°C en solucion amortiguadora de Tris-Calcio, pH=7.4 (A). Para identificar la actividad
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de metaloproteinasas, muestras control con EDTA u orto-fenantrolina fueron
preparadas en todos los experimentos. Al finalizar la incubacién, los geles se tifieron
con azul de Coomasie R-250 (G) y destenidos en acido acético 7.5% y metanol al 5%.
Las zonas de actividad enzimatica aparecieron como bandas de lisis claras contra
fondo azul. En cada corrida se incluyeron marcadores de actividad para MMP-2 y
MMP-9, usando el sobrenadante obtenido de la linea celular de promielocitos U-937
(ATCC, Rockville, MD.U.S.A), y marcadores de peso molecular pretefiidos con rango
de 14 a 200 kDa (Gibco BRL, Gaithersburg, MD). Las bandas obtenidas se analizaron
por densitometria en el analizador de imagenes y se expresaron como actividad por

area.

7.3.5 Western blot.

Con el objetivo de validar las MMPs y TIMPs presentes en las muestras de tejido y
LA se utilizaron anticuerpos especificos para cada una de estas. Ademas de comparar
la inmunorreactividad para cada MMP y TIMP entre los diferentes tiempos de la
gestacion. Para ello, se llevaron a cabo electroforesis de todas las muestras,
aplicando 5 ug de proteina por carril en geles de poliacrilamida al 10% con SDS, bajo
condiciones reductoras o no reductoras. La transferencia de la proteina a membranas
Inmobilon-P (Millipore, Medford, MA, USA) se realizé durante 18 horas a 40 V, a 4°C,
utilizando el método descrito por Towbin y cols. (1992). El revelado de las membranas
se realiz6 con 1ug/ml de anticuerpos monoclonales especificos contra MMP-9, MMP-3,
MMP-2, TIMP-2 y TIMP-1. Los anticuerpos primarios se detectaron con reactivos del

kit VectaStain ABC (Vector, Burlingame, CA). Se usaron como controles en todos los
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ensayos, las enzimas puras recombinantes especificas para cada una de las MMPs o
TIMPs. La intensidad relativa de las bandas fue determinada con el mismo analizador

de imagenes.

7.3.6 Northern blot.

Para analizar la expresion del gen de las MMPs identificadas por Western blot,
el RNA total de las MCA en las diferentes etapas gestacionales se extrajo con el
reactivo de Trizol (Gibco, BRL, USA). Posteriormente, se corri6 en geles de
agarosa y transferido a membranas Inmobilon-N (Millipore, Medford, USA). Las
membranas se hibridizaron con sondas especificas para B-actina, MMP-2 y MMP-
9 marcadas por el método de random primers con [*?P]-CTP bajo condiciones ya
descritas (Sanbrook y cols., 1989). Las autorradiografias se evaluaron por
densitometria con el analizador de imagenes. La expresién relativa de los RNAm

de las enzimas se normalizé con el RNAm para 3-actina.

7.4 Fase 2. Exploracién de los mecanismos de activacion de las MMP

identificadas en la membrana fetal en la etapa periparto (12 horas antes de TP).

7.4.1 Preparacion del tejido

Para esta fase del trabajo se utilizaron las MCA colectadas 12 horas antes del
TP, fueron lavadas en solucion salina y liberadas de células con Triton X-100 al
0.25% con cambios de temperatura de -70°C a 37°C. Se realizaron homogenados
en solucién amortiguadora de Tris-calcio, pH 7.4 (A). Posteriormente, el

homogenado se centrifugd a 10,000 x g durante 15 minutos a 4°C y el

30



sobrenadante se colectd para su analisis posterior. El precipitado se resuspendid
en soluciéon amortiguadora de Tris-EDTA, pH=7.4 (B), y nuevamente se centrifugo
en las mismas condiciones mencionadas; una vez recuperado el sobrenadante
(proteina eluida del precipitado), se dializ6 exhaustivamente en solucién
amortiguadora de Tris, pH= 7.4 (C) para eliminar el EDTA. Esta preparacion sera
mencionada como extracto de EDTA (Eepta), ¥ se utilizd en las siguientes
metodologias:

7.4.2 Cromatografia de filtracién molecular.

FPLC (Cromatografia liquida de alta presion).

Con el objetivo de separar por peso molecular los componentes presentes en los
extractos de MCA obtenidos 12 horas antes de TP. Estos fueron corridos en el sistema
de cromatografia liquida de alta presién (HPLC), usando una columna Superdex 200
(Amersham Pharmacia Biotech, NJ, USA). Se realizaron dos corridas: Primero los
extractos preparados con EDTA y posteriormente otra muestra después de haberse
agregado CaCl, a una concentracion final de 20 mM. 500 ug de proteina fueron
inyectados dentro de la columna, colectandose fracciones de 0.5 ml/min. Se determind
actividad de gelatinasa para cada una de estas fracciones por la técnica de zimografia.
La calibracion de la columna fue realizada usando un coctel de las siguientes
proteinas: Tiroglobulina (670 kDa), catalasa (232 kDa), albumina bovina (68 kDa) y
mioglobina (17 kDa) en solucion amortiguadora de Tris ©. Los pesos moleculares de
cada una de las fracciones obtenidas se calcularon mediante una curva de regresion

linear.
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7.4.3 Microcalorimetria diferencial de barrido (CDF).

La CDF permitié caracterizar termodinamicamente los cambios conformacionales
inducidos por cambios de temperatura en las proteinas presentes de los extractos de
MCA. Para ello, se realizd la medicién de las temperaturas de transicion (Ty,) de las
proteinas presentes en el extracto de membrana (Egpta), €n presencia y ausencia de
Ca?'. Se defini6 a T, como la temperatura a la cual la capacidad calorifica (Cp) de
una proteina fue maxima y que también correspondi6 con el punto de
desnaturalizacién de la misma. La Cp se midi6 como una funcion dependiente de la
temperatura. Para realizar los ensayos, los extractos fueron previamente dializados en
solucion amortiguadora Tris Malato 20 mM, pH 7.4 a concentracion final de 1 mg/ml de
proteina. El registro calorimétrico de las proteinas se obtuvo usando un calorimetro
VP-CDB. Las muestras y soluciones de referencia fueron cuidadosamente
degasificadas por 5 minutos antes de cargar las celdas. Una vez aplicada la muestra y
estabilizada a 10°C, la temperatura se aumenté a 100 °C en intervalos de 1 °C/min.
Para verificar la desnaturalizacion reversible de la proteina, la muestra se coloco
nuevamente a 10 °C, y se obtuvo un nuevo registro a intervalos de 1 °C/min, hasta
llegar a 100 °C. El valor de cada T, fue corregido restando los valores obtenidos del
segundo registro al primero. En todos los casos, la desnaturalizacion reversible se
restd de la desnaturalizacién irreversible para cada una de las proteinas. Los perfiles
obtenidos por el CDB para cada muestra se analizaron, calculando el mejor ajuste
tedrico de la curva, asumiendo la desnaturalizacién irreversible de la proteina

(Biltonen y Freire,1978).
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7.4.4 Actividad enzimatica de los extractos de EDTA (Eepra).

Para determinar la actividad enzimatica de las muestras de Egpra €n presencia de
concentraciones crecientes de calcio se utilizd el sustrato para las gelatinasas MMP-
2/MMP-9: Ac-Pro-Leu-Leu-Gly-OC,Hs (Calbiochem). Cada ensayo fue realizado de
acuerdo a las recomendaciones sugeridas por Weingarten y Feder (1985), que
consistié en incubar 0.1 mM de sustrato con 10 ug de proteina de cada una de las
muestras en solucion amortiguadora de HEPES, pH=7.4 (D). La mezcla se incubo
durante 6 h a 25°C. La 4,4'-ditiopiridina contenida en el buffer durante la incubacién
reacciona con los fragmentos generados por la hidrolisis de enlaces éster y tioéster en
el sustrato. Los valores de absorbancia de cada uno de los productos fueron leidos a
324 nm en espectrofotometro (DU-800, Beckman Coulter, USA). La actividad
enzimatica se expres6 como ug de sustrato degradado/mg de proteina incubada.
Todos los ensayos fueron valorados por triplicado.

Las actividades enzimaticas fueron expresadas como promedios * desviacion
estandar. Para el analisis estadistico se utilizé la prueba de t de Student y valores de p

< 0.05 fueron considerados con significancia.

7.4.5 Inmunohistoquimica.

Para demostrar la existencia de las diferentes MMPs y TIMPs en el tejido libre de
células, se utilizaron fragmentos de MCA previamente tratadas con Triton X-100 y
ciclos repetidos de congelacidn y descongelacion. Posteriormente, estos tejidos se
fijaron en formol amortiguado al 10% y se incluyeron en parafina para ser procesados

por inmunohistoquimica. El reconocimiento primario fue realizado utilizando 1 ug/ml de
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anticuerpos anti-MMP-9, anti-MMP-3, anti-MMP-2, anti-TIMP-1 y anti-TIMP-2, usando
el método de deteccion Envision (Dako Envision Sytem-Peroxidase. CA. USA)

disefiado por Farr y Nekane (1981).

7.4.6 Microscopia Confocal.

Con el objetivo de demostrar que las MMPs y TIMPs ademas de estar presentes
en el tejido libre de células, estaban colocalizadas, Las MCA fueron colocadas en
PBS-Triton, pH=7.4 (F), procesadas mediante ciclos repetidos de congelacion del
tejido (-70 °C), y posteriormente incubadas a 37 °C, para obtener membranas libres
de células. Después de este tratamiento, las MCA fueron lavadas con PBS, se
fijaron en formol al 10% y se incluyeron en parafina para ser procesadas por
inmunofluorescencia. Se realizaron dobles tinciones de las MCA, utilizando la
combinacién de cuatro pares de anticuerpos primarios: anti- MMP-9 marcado con
isotiocianato de fluoresceina (FITC). Anti-MMP-3, anti-MMP-2, anti-TIMP-2 y anti-
TIMP-1, grupo de anticuerpos que fueron identificados usando un anticuerpo
secundario marcado con Alexa fluor 568 (Molecular Probes, Eugene, Oregon,
USA). En todos los ensayos, siempre se incluyd una preparacion sin anticuerpo
primario, que es el control para verificar que la sefal no era dada por la
fluorescencia del anticuerpo secundario. Las preparaciones se colocaron con
Vectashield  (Vector Laboratorios, England), cubiertas con cubreobjetos y

posteriormente se analizaron por microscopia confocal.
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8.1/8.2 RESULTADOS.

8.1 Descripcion de los cambios secuenciales en la expresiéon y actividad de

las diferentes MMP en las muestras obtenidas durante la gestacion y el

trabajo de parto.

8.1.1 La actividad proteolitica en extractos tisulares y liquido amniético
aumenta hacia la fase final de la gestacion .

La actividad sobre gelatina y azocaseina presente en los LA y extractos de
membrana (EM) mostré diferencias entre los seis momentos estudiados. La
actividad enzimatica medida contra los dos sustratos solubles aumento
notablemente a partir de las 24 horas previas al desarrollo de TP (Figura 5). La
actividad especifica contra gelatina fue superior en todas las muestras y en todos
los tiempos con respecto a la azocaseina. Se observd mayor actividad
gelatinolitica en el LA que en el tejido 12 horas antes del TP (p<0.001), pero en el
momento de TP esta relacién se invirtié a favor del tejido (p<0.001) (Tabla 1). Con
respecto a la actividad caseinolitica, en el LA observamos resultados similares
(p<0.001), pero los extractos de membrana no presentaron diferencias

significativas (Tabla 2).

Tabla 1. *Actividad Especifica del LA y EM ante el sustrato de gelatina .

Muestra 12 horas antes de TP TP
LA 428.0+90.6 242.8+11.3
EM 295.9+60.1 350.3+64.4

*Actividad Especifica=ug de sustrato degradado/mg de proteina/37°C/24 h.
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Tabla 2. *Actividad Especifica del LA y EM ante el sustrato de azocaseina.

Muestra 12 horas antes de TP TP
LA 196.6+41.8 63.4+13.0
EM 86.1+27.5 85.0+25.0

*Actividad Especifica=pg de sustrato degradado/mg de proteina/25°C/24 h.

ACTIVIDAD GELATINOLITICA ACTIVIDAD AZOCASEINA

500

400

300

200

UNIDADES GELATINASA

100

-4 58 45 24 2 P 144 58 48 24 42 P
HORAS ANTES DE HORAS ANTES DE
TRABAJO DE PARTO TRABAJO DE PARTO

Figura 5. Actividad enzimatica de proteasas de LA y EM de diferentes edades gestacionales
contra los sustratos gelatina y azocaseina. Las unidades enzimaticas se expresan como ug de
sustrato degradado/ mg de proteina incubada a 37°C o 25 °C durante 24 horas. El asterisco (*)
sefala la existencia de diferencia significativa (p<0.05) en los grupos con trabajo de parto.

8.1.2 Perfil de inhibicidén de proteasas.
La actividad enzimética presente enlas muestras de LAy MCA es
resultado en gran parte por la participacion de la familia de las MMPs.
La figura 6 muestra el perfil de inhibicion de las proteasas presentes en las
muestras de liquido amnidtico y extractos de membrana obtenidos en la fase de

TP de la rata, con los siguientes inhibidores: acido etilendiamino tetraacético

(EDTA), pepstatina A (PEP), N-etilmaleimida (NEM), fluoruro sulfonil

36




fenilmercurico (PMSF), aprotinina (AP) y ortofenantrolina (OF). Este perfil de
inhibidores fue indistinguible al compararlo con el perfil de muestras obtenidas 12
horas antes del TP, donde se alcanzaron los valores mas altos de actividad
enzimatica. La tabla 3 muestra los porcentajes de inhibicion de la actividad

enzimatica obtenida en las muestras ante la presencia de los distintos inhibidores.

PERFIL DE INHIBICION DE PROTEASAS Porcentajes de inhibicién de
60O | la actividad enzimética.
sm 1 T Inhibidor | LA EM
- - EDTA 802 |s84.4
G 300 |
2 _ PEP 3.9 6.4
i Bt NEM 3.7 3.4
s PMSF 279 |27.1
0 . ,ﬁi AP 243 |257
= P % £ 5 OF 86.7 |91.1
E v 2 3 &
5 < o
° Tabla 3

Figura 6. Perfil de inhibicion de proteasas. Se muestra el perfil de inhibicion de diferentes
familias de proteasas en Liquido Amnidtico (barras negras) y Extractos de Tejido (barras grises).
*Unidad= pg de gelatina degradada/mg de proteina incubada/24 horas a 37°C.

Al analizar estos datos se concluye que la actividad enzimatica presente en ambas
muestras, esta dada en su mayoria por MMPs, hay minima participacion de

proteasas de serina, cisteina y proteasas acidas.

8.1.3 Caracterizacion de MMP por zimografia.
El zimograma mostré que MMP-9 se presenta Unicamente en la fase final
de la gestacién.
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La identificacion mayoritaria de MMP condujo a la caracterizacién de esta clase
de enzimas en los dos compartimentos explorados en el modelo. El analisis de las
muestras mediante zimografia mostré6 que en el dia 15 de la gestacion (144 h
antes del TP), existia una sola banda de lisis con peso molecular estimado de 72
kDa, aunque en los extractos de membrana fue apreciable una banda adicional de
65 kDa. Solamente a partir de 12 horas antes del trabajo de parto se aprecid en
ambos compartimientos, una gelatinasa de 92 kDa, ademas de las dos anteriores.
Las gelatinasas encontradas corresponden a la proMMP-2 (72 kDa), a la MMP-2
activa (65 kDa) y a la proMMP-9 (92 kDa), de acuerdo con la migracion relativa de
las gelatinasas de la linea celular U937 (Figura 7). La banda de proMMP-9
representd 40% de toda la actividad gelatinolitica en las muestras con TP (tiempo
cero) de acuerdo con la evaluacion densitométrica. Por otro lado, la banda de
MMP-2 aumentd su actividad a partir de las 24 horas previas al trabajo de parto
al menos tres veces por encima del valor previo. En el liquido la actividad aumenté
de 562132 a 1686 £129 unidades y en los extractos de tejido aumenté de 223+18
a 670+32 unidades. En este mismo lapso se pudo apreciar la presencia de la
forma activa de MMP-2, con 65 kDa. También se identificaron gelatinasas de alto
peso molecular que aparecieron en las 12 horas previas al parto (Figura 7, panel
A). La incubacién de los zimogramas en presencia de ortofenantrolina (inhibidor
especifico para MMP), tuvo como resultado la inhibicidn completa de todas las

gelatinasas, confirmando la identidad de las enzimas como MMP.
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Figura 7. Zimogramas obtenidos al correr las muestras de LA y extractos de MCA en
ausencia o presencia del activador APMA. Alicuotas de Liquido amniético y extractos de
membrana fueron analizados por zimografia. Panel A, muestra la actividad obtenida a lo largo de la
gestacion. El carril sefialado como C en todos los geles corresponde a marcadores de actividad de
proMMP-2 y proMMP-9. Panel B. Se presentan las mismas muestras, pero después de ser
activadas con APMA. La muestra obtenida 12 horas antes del TP presenté tal actividad que fue
necesario hacer dilucion 1:5 de la muestra para mostrar las bandas gelatinoliticas (recuadro).

8.1.4 Activacion con APMA.
Las muestras obtenidas 12 horas antes del TP mostraron mayor
cantidad de enzima latente.

Los resultados anteriores obtenidos por zimografia mostraban a la MMP-9 en su
estado de proenzima tanto 12 horas antes de TP como en el momento de parto.
Lo cual sugeria que probablemente no estdbamos obteniendo toda la enzima
activa en nuestras muestras. Por ello se activd toda la enzima latente usando el
organomercurial aminofenilmercurico acetato (APMA). En los zimogramas de la

Figura 7, en el panel B se observa como el patron de actividad se modificd luego

del tratamiento con APMA. En el tejido, aumentaron todas las bandas de lisis de
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las enzimas descritas antes y se identificaron nuevas bandas de gelatinasas con
pesos moleculares que van desde 89 a 200 kDa (recuadro de Figura 7B). Las
muestras de LA presentaron un patrén similar, excepto en las bandas de 65y 72
kDa que se apreciaron disminuidas.

Los resultados obtenidos con el sustrato marcado revelaron actividad de
gelatinasa latente en extractos de MCA y LA en los grupos de 12 horas antes de
TP y con TP principalmente. Los valores mostrados en la Tabla 4 se expresan en

ug de gelatina degradada / mg de proteina incubada.

Tabla 4. Liquido Amniético Extracto de MCA
Tratamiento 12 horas antes TP 12 horas antes TP TP
TP
- APMA 202.35+60.10 400.22+56 420.23+£88.90 350.0+38
+APMA 455.40+£118.22 501.22+68 2020.4+104.8 480.0162

8.1.5 Caracterizacion de las MMP presentes en muestras de LAy
extractos de MCA por Western Blot y Northern Blot.

La identidad de la MMP-2, la MMP-9, el TIMP-1 y el TIMP-2 se confirmd por
ensayos de Western Blot en ambos compartimentos (Figura 8, Panel B). La
inmunorreactividad de ambas enzimas mostréo un patrén de expresion similar al
desplegado en el zimograma (Figura 8, Panel A). Para efectos de la cuantificacion
de estas bandas, se utilizd6 un analisis densitométrico, empleando el fondo de la
membrana como blanco y el equipo asigné unidades de densidad (UD) a cada

banda. La banda inmunorreactiva para MMP-9 aparecid6 solamente 48 horas
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previas al TP y se incrementd 2.5 veces en el momento del TP. En el liquido
amniotico fue de 495 £ 42 a 1238 + 102 UD y en el tejido 640 + 28 a 1600 £ 125
UD. La banda inmunorreactiva para proMMP-2 fue detectable desde el dia 15 de
gestacion y aumentd cuatro veces su reactividad 24 horas antes del TP (en
ambos compartimentos 975 + 36 a 3900 + 98 UD) y permanecio asi hasta el TP.
La forma activa de la MMP-9 no se observd, aun usando condiciones reductoras
para el Western Blot. La banda inmunorreactiva para TIMP-1 disminuyé tres veces
su valor en el momento del TP, respecto al dia 15 de la gestacién (144 horas
antes de TP). En el liquido amnidtico de 3795 + 201 a 1265 + 122 UD vy para el
tejido de 4002 £ 136 a 1334 £ 128 UD. El TIMP-2 no mostré cambios en ningun
momento en ambos compartimientos.

Para expresar de manera cuantitativa los datos densitométricos del Northern
Blot, se utilizé el mismo principio que para el Western Blot y las lecturas en
unidades densitométricas (UD) se normalizaron en cada membrana, utilizando la
intensidad de la banda del RNAm de la B — actina. La induccién de la expresion del
gene de la MMP-9 fue detectada 96 horas antes del TP (dia 17 de la gestacion):
1225 + 98 UD, sin embargo, aumentoé cuatro veces 12 horas previas al TP (4900 +
122 UD) manteniéndose sin cambio. EI RNAm para MMP-2 no se modifico de

acuerdo con los valores densitométricos (Figura 8, Panel C).
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Figura 8. Zimografia, Western y Northern blot de las muestras obtenidas durante la
gestacion y el TP de la rata. El panel A, muestra el zimograma del LA y Extractos de MCA a lo
largo de la gestacion. El panel B, muestra el Western blot obtenido de las mismas muestras
utilizando anticuerpos monoclonales dirigidos contra MMP-9, MMP-2, TIMP-1 y TIMP-2. El carril C
fue cargado con el estandar purificado correspondiente. El panel C, muestra la hibridacién del
RNAm extraido de las membranas fetales de diferentes edades gestacionales con sondas
especificas para MMP-2 y MMP-9.

8.2 ldentificacion y caracterizacion de un mecanismo de activacion de MMP

en las membranas fetales de la rata durante la etapa periparto.
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8.2.1 Zimografia.

Los sobrenadantes obtenidos de los extractos con calcio (Eca) mostraron tres
bandas liticas con peso molecular de 92, 72 y 65 kDa. Estas bandas de acuerdo
con nuestro patron de referencia (sobrenadante de las células U-937),

correspondieron a pro-MMP-9, pro-MMP-2 Y MMP-2 (Figura 9, carril 2).

MW

kba 1  CELULAS U937
215—
115 9 MUESTRA CONTROL
92—
82— 3 MUESTRA + EDTA 20mM
72—
65— 4 MUESTRA + EDTA 20 mM +
45— CaCl 2 40 Mm DESPUES DE 24 h

5 MUESTRA CONTROL
DESPUES DE 24 h

Figura 9. Actividad enzimatica de los extractos de MCA (12 h antes de TP) ante el sustrato
gelatina. La numeracién de los carriles se relaciona con la muestra aplicada en el gel y/o
tratamiento que se haya dado a cada una de estas (senalado al lado derecho de la figura).

8.2.2 Efecto del EDTA sobre la actividad gelatinolitica.
La presencia del guelante permite observar la presencia de gelatinasas
gue originalmente no se mostraban en el gel.

Como parte de las medidas para controlar los experimentos mencionados
anteriormente, las muestras Ec, se incubaron previamente en presencia de EDTA
20 mM y posteriormente se aplicaron en un gel de gelatina (zimograma), aqui
aparecieron nuevas bandas liticas, y las previamente identificadas como de 92, 72
y 65 kDa, las cuales aumentaron su intensidad (Figura 9, carril 3). El fendmeno fue

reproducido en todas las ocasiones que el ensayo fue realizado, dando siempre el

mismo numero de bandas. Para verificar los efectos del calcio sobre este
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fendmeno y su reversibilidad, se agregd CaCl, en exceso a los extractos con
EDTA vy la activacion de gelatinasas fue completamente reversible (Figura 9, carril
4). Para descartar una activacion dada por el tiempo y temperatura de incubacion
en que se mantuvo a la muestra. Siempre se tuvo una muestra control (Eca)
incubada a temperatura ambiente, sin EDTA. Esta muestra nunca mostré cambios
en su actividad gelatinolitica (Figura 9, carril 5).

Para verificar la dependencia del ensamble y desensamble de nuestras
proteinas al metal, las muestras con EDTA (Eepta) se incubaron con
concentraciones equimolares de Mg?*, Mn?* y Zn?* . En ninguno de los ensayos, la
adicién de estos metales logré revertir la aparicion de las nuevas bandas con
actividad gelatinolica (Figura 10). Paralelamente, el efecto se reprodujo con
muestras incubadas con EGTA y adicionadas con Ca®" ' observando el mismo
patrén que en la Figura 9.

C +20 +20+20+20+20+20 mM EDTA

+10+20+40+80+100 mM ZnCl, 6 MgCl,
215
115

92
82
72
65
45

Figura 10. Efecto del EDTA sobre otros cationes diferentes al calcio. La actividad enzimatica
de los extractos de MCA £12 h antes de TP) con EDTA, incubados con concentraciones crecientes
de los cationes Zn** o Mg“" no experimento algun cambio en el patron de corrida.

De los resultados obtenidos por zimografia, se logré comprobar el efecto que

tenia el EDTA al ser agregado a los extractos de tejido, revelando la presencia de
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una cantidad mayor de enzimas con actividad gelatinolitica, y esto fue obtenido
por el hecho de incubar el precipitado en presencia de EDTA. De tal manera, que
se uso6 directamente una solucién amortiguadora conteniendo EDTA (solucion B,
ver apendice), para tratar a los precipitados del tejido obtenidos del extracto de
membranas (tal como fue indicado en Métodos, 2a. Parte). Cuando estos
extractos fueron sujetos a zimografia, el patrén de gelatinasas aparecié y fue
indistinguible del extracto inicial activado por EDTA descrito anteriormente (Figura
9, carril 3). También se corroboré el ensamblaje y desensamblaje dependiente de
calcio. Como era de esperarse, al correrse geles de poliacrilamida-SDS se
revelaron mas bandas en los primeros extractos que en los extractos de EDTA
(Figura 11, Panel A y B) teniendo 0.2+0.05 mg/g de proteina/g de membranas
corioalantoicas. A partir de este punto, todos los experimentos se realizaron

usando los extractos con EDTA.

8.2.3 Componentes presentes en los extractos con EDTA analizados por
Western Blot.

El Western-blot de los extractos con EDTA revel6 la presencia de proteina
immunoreactiva para MMP-9, MMP-3, MMP-2, TIMP-1 y TIMP-2 (Figura 12). Las
proteinas recombinantes de MMP-9, MMP-3, MMP-2, TIMP-1 y TIMP-2 fueron
usadas como control positivo. El anticuerpo contra MMP-9 mostré la presencia de

bandas con peso molecular de 92y 82 kDa con una relacion 2:1, observandose
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Figura 11. Extractos de MCA en presencia de EDTA corridos en geles de poliacrilamida al
8%. EIl panel A muestra el patron de proteinas en los extractos de calcio, después de ser
incubados durante dos horas en presencia de EDTA (gel tefiido con azul de Coomasie). Panel B.
Extracto de membrana que se extrajo directamente con EDTA (gel tefido con nitrato de plata).

también bandas de mayor peso molecular (115 y 215 kDa). Usando anti-MMP-2,
se mostré una inmunorreactividad ante pesos moleculares de 72 y 65 kDa en una
relacion de 1:2. Con anti-MMP-3 se mostr6 inmunorreactividad ante pesos
moleculares de 60 y 45 kDa, en una relacion 1:1. En relacion con TIMP-1 y TIMP-

2, aparecio como una sola banda a un peso molecular de 29 kDa.

8.2.4 Andlisis de las fracciones de los extractos de MCA después de ser
corridas por cromatografia FPLC. Observacion de la existenciade un
complejo de alto peso molecular.

La figura 13 (Panel A) muestra el perfil de elusién de gelatinasas presentes en

los extractos de EDTA después de ser procesados por filtracion molecular (FPLC)
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Figura 12. Western blot del extracto de MCA tratado con EDTA. EI extracto de EDTA fue
analizado usando anticuerpos monoclonales para metaloproteinase 9 (MMP-9), MMP-3, MMP-2,
inhibidor tisular de metaloproteinasa 2 (TIMP-2) y TIMP-1. Al lado izquierdo de cada uno de los
carriles conteniendo la muestra del extracto esta la proteina recombinante correspondiente. El
ultimo carril muestra el patréon de pesos moleculares.

y analizados por zimografia. Se observo la presencia de gelatinasas con
diferentes pesos moleculares, las cuales coincidian con las identificadas por la
técnica de Western blot. La mayor parte de la actividad gelatinolitica aparecio en
la fraccion correspondiente a 92 kDa (28% de la proteina cargada), seguida por la
fraccidon de 72 kDa (16% de la proteina) y 120 kDa (14%). La Figura 13 (Panel B)
muestra el analisis por zimografia de los extractos de EDTA separados por HPLC
después de la adicion de CaCl, 20 mM. Este perfil de la actividad de gelatinasas

fue completamente diferente del observado en los extractos con EDTA (Panel A).

47



Se vid una sola fracciéon con actividad, la cual eluyé muy cercana al volumen de
exclusion de la columna, correspondiendo a > de 670 kDa y siendo el 11.5% de la
proteina cargada. Las fracciones eluidas correspondientes a este pico de actividad
con alto peso molecular se trataron con EDTA y posteriormente sujetas a
zimografia. En el recuadro del panel B de la figura13 se muestra que esta fraccion

contenia todas las gelatinasas previamente observadas.

8.2.5 Termogramas obtenidos por CDB de los componentes presentes en el
extracto de MCA con EDTA. Se verifica la existencia de un complejo de
MMPs y TIMPs dependiente de calcio.

El perfil obtenido por calorimetria de los extractos tratados con EDTA, muestra
por lo menos ocho temperaturas diferentes de desnaturalizaciéon (Tm), y van
desde 35.5°C a 92.6 °C (Figura 14, Panel A). Para la identificacion de cada uno de
los componentes del complejo observado en los termogramas, se utilizé el perfil
de desnaturalizacién obtenido con las proteinas recombinantes (Tabla 4). Este
analisis da la siguiente composicién: proMMP-9, MMP-9, proMMP-3, MMP-3,
proMMP-2, MMP-2, TIMP-2 y TIMP-1. Cuando a este extracto se le agrego
CaCl, 20 mM, se obtuvo un amplio termograma correspondiente a la
desnaturalizacion de varias proteinas (transicion endotérmica) (Figura 14, panel
B). La temperatura de transicién obtenida fue de 72°C, con una entalpia de 870
mcal/KJ por mol, determinada por deconvolucion (Biltonen y Freire, 1978).

De acuerdo a estas observaciones, el peso minimo del complejo fue de 480 kDa,

calculado por la suma de la masa de cada componente individual sin tomar en

cuenta la estequiometria real de éstos.
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Figura 13. Cromatografia por filtracién molecular (HPLC). Extractos de MCA con EDTA se
aplicaron a una columna de Superdex 200. Alicuotas de cada una de las fracciones obtenidas
fueron analizadas por zimografia. El panel A muestra la actividad gelatinolitica relativa para cada
fraccion, y el recuadro muestra un zimograma representativo de la corrida. Los marcadores de
peso molecular se muestran al lado derecho de cada recuadro. El panel B muestra el perfil de
elusion de gelatinasas del extracto con EDTA pero, después de ser incubado en presencia de
calcio. Se obtuvo un solo pico de actividad gelatinolitica, cercano al volumen de exclusion de la
columna (fraccion 7). En el recuadro se muestra la fraccion 7 (Ca*) con actividad de gelatinasas
con muy alto peso molecular. El carrill (EDTA) muestra la actividad gelatinolitica de la misma
fraccion, pero después de que el calcio fue removido por el quelante.

49



0.0015

0.0010

0.0005

0.0000

0.0015

0.0010+

0.0005+

0.0000+

(Cpmcal/°C)

T

20

40

T

60

80
Temperatura (°C)

100

120

Proteinas presentes en el complejo

MMP Tm (°C)
proMMP-9 | 92.6+0.04
MMP-9 | 76.1£0.04
proMMP-3 | 43.1+0.13
MMP-3 | 84.4+0.06
proMMP-2 | 54.4+0.08
MMP-2 | 62.4+0.20
TIMP-2 | 71.61+0.12
TIMP-1 | 35.5£0.12
Tabla 5

Figura 14. Microcalorimetria Diferencial de Barrido (CDB). El panel A muestra el termograma
obtenido al correrse los extractos de membrana conteniendo EDTA (1 mg/ml) por CDB. Se revela
la presencia de al menos ocho diferentes temperaturas de transicion (Tm) bien definidas (Tabla 5).
Cuando a estos extractos se les agregé 20 mM de CaCl, (Panel B), solo el valor de una amplia
temperatura de transicion fue obtenida (Tm=72°C), afirmando la formacion de un complejo en la

presencia de calcio.
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Tabla 6.

Parametros termodinamicos del despliegue irreversible de las MMP
recombinantes.

MMP Tm AH AS AG
Recombinante pico (°C) (°K) (J/°K/mol)
Pro-MMP-1 | 81.9+0.10 354.9 55.06 0. 155 0.06
MMP-1 I 36.5+0.41 309.5 48.95 0.158 0.05
1] 53.3 +0.57 326.3 68.19 0.208 0.32
1 65.2+0.10 338.2 66.47 0.196 0.19
Pro-MMP-2 I 54.1+0.08 327.1 129.19 |0.394 0.32
1] 71.3+0.05 344.3 188.67 |0.547 0.34
MMP-2 I 62.7 +0.20 335.7 182.01 |0.542 0.07
1] 77.6 +0.29 350.6 76.98 0.219 0.20
Pro-MMP-3 I 41.2+0.13 314.2 103.76 |0.330 0.08
1] 457 +0.18 318.7 157.70 |0.494 0.27
1 80.0 + 0.05 353.0 18.44 0.052 0.09
MMP-3 I 24.3 +0.55 297.3 103.76 |0.349 0.01
1] 31.5+0.27 304.5 17.99 0.059 0.03
1 83.9+0.06 356.9 157.73 |0.442 0.21
CD-MMP-3 I 83.4+0.15 356.4 223.00 |0.624 0.61
MMP-7 I 98.3 + 0.27 371.3 57.73 0.155 0.18
MMP-8 I 32.0+0.02 305.0 24.68 0.080 0.01
1] 74.8 + 0.37 347.8 229.70 |0.660 0.16
Pro-MMP-9 I 76.5+0.22 349.5 4.18 0.011 0.34
1] 92.6 + 0.04 365.6 233.04 |0.637 0.96
MMP-9 I 30.9+0.15 303.9 24.26 0.079 0.26
1] 40.7 £ 0.39 313.7 94.97 0.302 0.24
1 76.1 £ 0.04 349.1 592.45 |1.697 0.03
Amniotic Fluid I 41.7 £ 0.52 314.7 — — —
1] 53.6 + 0.85 326.6 — — —
1] 68.8 £ 2.05 341.8 — No determinado —
IV [76.2+0.19 349.2 — — —
\% 84.3+1.16 357.3 — — —
VI 92.4 +0.60 365.4 — — —
(n=3), SE ().
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8.2.6 Dependencia al calcio de la actividad enzimatica del complejo presente
en las MCA.

La figura 15 muestra la actividad enzimatica obtenida por la accion combinada
de MMP-2 y MMP-9 presentes en el extracto de EDTA como una funcion a la
concentracion de calcio presente. Como se muestra en el panel A, no se detecto
actividad gelatinolitica a concentraciones inferiores a 0.7 mM y mayores de 2.2
mM de calcio. El panel B muestra la actividad gelatinolitica obtenida de los
extractos de EDTA por la técnica del zimograma, demostrando que la actividad
enzimatica es dependiente de la concentracion de calcio presente en el
microambiente. Los resultados de ambas metodologias corroboran esta

dependencia ante concentraciones fisiolégicas de calcio.

8.2.7 Identificacion de los componentes del complejo en las MCA libres de
células por inmunohistoquimica.

La existencia de los componentes del complejo en la matriz extracelular de las
membranas fetales fue observada en preparaciones reveladas mediante
inmunohistoquimica. La Figura 16 muestra las MCA libres de células con reaccion
positiva para los anticuerpos anti-MMP-9, anti-MMP-3, anti-MMP-2, anti-TIMP-1y

anti-TIMP-2, usando el método de deteccion Envision.
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Figura 15. Efecto de la concentracion del calcio sobre la actividad enzimatica. El panel A
muestra la actividad mezclada para MMP-2/MMP-9 de los extractos de membranas conteniendo
EDTA, en funcion del incremento de la concentraciéon de calcio (n=6; X+SD). El panel B muestra la
actividad enzimatica ante el sustrato de gelatina por la técnica del zimograma. St: sobrenadante de
las células U937 (estéandar de MMP-9 y MMP-2), EDTA: extractos conteniendo EDTA, los numeros
superiores indican la concentracion final (mM) agregada a cada unos de los extractos con EDTA,
antes de la aplicacién al gel. Los numeros de la izquierda indican el peso molecular de las bandas.
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8.2.8 Colocalizacion de los componentes del complejo por microscopia

confocal.

El propdsito de utilizar membranas fetales libres de células para ensayos de
inmunofluorescencia, fue reproducir las condiciones del tejido de donde los
extractos de EDTA eran obtenidos. Como se describié en la metodologia, el
extracto de MCA utilizado para la segunda fase del estudio (caracterizacion del
complejo) fue derivado de la elusion con EDTA que se hizo de los precipitados de
estas membranas. Las membranas libres de células dieron sefial positiva para
cada una de las combinaciones usadas en las dobles tinciones con anticuerpos.
La MMP-2, MMP-3, TIMP-1 y TIMP-2 colocalizaron con la MMP-9, mostrando
regiones de la matriz donde la sefal producto de la doble tincion era mas intensa
(Figura 17). Los controles en ausencia del anticuerpo primario, y las membranas
lavadas exhaustivamente con solucion amortiguadora conteniendo EDTA antes de

que se hiciera cualquier combinaciéon de anticuerpos, no mostraron sefal positiva.
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INMUNOHISTOQUIMICA

Membranas

libres de

células.

Figura 16. Inmunohistoquimica de las MCA libres de células. Los cortes semifinos (1um) de cada
una de las membranas fetales, libres de células se incluyeron en parafina, y se prepararon para la
tincién con cada uno de los anticuerpos requeridos. Cada uno de los recuadros muestran la sefial
positiva obtenida con cada uno de ellos.
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MICROSCOPiA CONFOCAL

MCA rata
Colocalizacion

Ac MMP-9/FITC

Ac MMP-2/Alexa 568 (A)
Ac MMP-3/Alexa 568 (B)
Ac TIMP-1/Alexa 568 (C)
Ac TIMP-2/Alexa 568 (D)

Figura 17. Microscopia confocal realizada en las MCA libres de células. Las MCA de la rata
fueron completamente liberadas de células y preparadas para microscopia confocal como se
sefald en métodos. Cada uno de los paneles (A-D) incluye, en el mismo orden, en el cuadrante
superior derecho la sefial (verde) obtenida para anti-MMP-9, y en el cuadrante superior izquierdo
en rojo, la sefal obtenida para anti-MMP-2 (A), anti-MMP-3 (B), anti-inhibidor tisular de
metaloproteinasa-1 (TIMP-1) (C) o anti-TIMP-2(D). La confluencia de los canales rojo y verde se
muestra en el cuadrante inferior derecho y muestra la colocalizaciéon de todos los componentes y
MMP-9 (sefial en color amarillo-naranja). El cuadrante inferior izquierdo muestra la microscopia de
contraste de fases de la secciones preparadas para la doble tincién. Amplificacién 63X.
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9. DISCUSION.

Caracterizaciéon de las enzimas responsables de la actividad proteolitica en
las MCA.

Las MCA delimitan el ambiente del feto y tienen funciones que le permiten su
desarrollo hasta el final de la gestaciéon. Se ha observado que el tejido epitelial y
conjuntivo en las MCA presentan cambios en su estructura y organizacion en la
etapa periparto, sugiriendo que hay modificaciones que conducen a las
membranas a romperse durante el TP (Paavola y cols., 1995). Se ha mostrado en
modelos animales y en el humano (Malak y Bell, 1994; Vadillo y cols., 1990;1995)
que en el periodo inmediato previo al parto, hay una pérdida de colagena con un
aumento en la expresion de la colagenasa tipo IV de 92 kDa (MMP-9) (Lei y cols.,
1995) asociado a la disminucion en la fuerza tensil de estas membranas
(Harkness y Harkness, 1956).

En este trabajo se ha realizado la descripcion de los cambios en el perfil de
enzimas presentes en el LA y en extractos de MCA de la rata a partir del dia 15 de
la gestacion. La caracterizacion de este perfil solamente fue posible a partir de
este dia, dado que el tamafo de las estructuras fetales no permite una adecuada
manipulacion en los dias previos.

El analisis de la expresion de enzimas proteoliticas en el modelo de la rata
coincide con estudios previos que muestran aumento de actividad enzimatica en
las horas previas al inicio del TP en el humano (Vadillo-Ortega y cols., 1995).
Estas enzimas son en su mayoria metaloproteinasas y son detectables tanto en el

LA, como en los extractos tisulares con un patron equivalente a lo largo de todos
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los periodos observados. Llamo la atencion que antes del trabajo de parto, la
mayor parte de la actividad proteolitica se encuentra en el LA y cerca del momento
del parto, se invierte la relacion a favor del tejido (MCA), lo que pudiera
interpretarse como un secuestro de las enzimas hacia el compartimiento en donde
ejerceran su actividad catabdlica, que resultara en degradacién del tejido
conjuntivo, la ruptura de la membrana y el inicio del trabajo de parto. El perfil de
proteasas y sustratos demostrd que la mayor parte de las enzimas que aumentan
al acercarse el parto, ya sea en el liquido amniético o en las membranas, son
gelatinasas dependientes de calcio, es decir metaloproteinasas.

Las enzimas mas abundantes tanto en los extractos tisulares, como en el LA
son la MMP-2 y la MMP-9. La actividad enzimatica de la MMP-2 aumento
considerablemente al acercarse el momento del parto y esta directamente
relacionada a la aparicion de la forma activa de la enzima, lo que constituye un
hallazgo diferente al reportado para esta enzima, que se considera relativamente
constante en su actividad en las MCA del humano (McLaren y cols., 2000;
Maymon y cols., 2001). Estudios previos han asociado y caracterizado a la MMP-
2 como parte de la maquinaria enzimatica responsable de la regulacion y
ejecucion en la ruptura prematura de membranas (Fortunato y cols., 1999; 2000a;
2000b).

En este estudio, los cambios en la actividad enzimatica observados de la MMP-
2 parecen estar relacionados con la activacion de la enzima que se encuentra
presente en forma latente. El hecho de que no haya sido posible demostrar la
induccién de la expresion del gene, en el momento previo a la ruptura de

membranas, hace que se considere un gene constitutivo (Corcoran y cols., 1996;
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Hulboy y cols., 1997). Sin embargo, el mecanismo por el cual se mantiene la
latencia de la enzima in vivo ya que esta latencia puede ser evidenciada por la
activacion con organomercuriales (Nagase, 1997), aun requiere ser caracterizada.
Al ser la MMP-2 la unica metaloproteinasa presente entre 15 y 19 dias de
gestacion en la rata, se postula que esta enzima es la responsable de mantener el
recambio de la matriz extracelular de las membranas fetales durante esta etapa de
la gestacién. Sin embargo, el aumento en la actividad de la MMP-2 a partir de las
24 horas previas al TP, sugiere que la MMP-2 también participa en la degradacion
de tejido conjuntivo durante la ruptura de las membranas fetales. La participacion
de la MMP-2 en este evento puede estar directamente relacionada a su actividad
proteolitica o a través de activar a la proMMP-9, por lo que su incremento
sincronico con la aparicion de la proMMP-9 (Friedman y cols., 1995), en el ultimo
dia de la gestacién, podria estar relacionado con esta funcién. Por otro lado, la
MMP-9 apenas fue detectable en algunas muestras cercanas al final de la
gestacion, pero aumentdé de modo evidente al acercarse el trabajo de parto,
confirmado por actividad enzimatica, inmunorreactividad y la expresién del gene
respectivo. Estos datos concuerdan con lo ya citado en la literatura, en donde se
describe aumento de la expresion del gene de la MMP-9 a finales de la gestacion
(Vadillo-Ortega y cols., 1995; McLaren y cols., 2000). Lo anterior refuerza la idea
de que la MMP-2 actua en conjunto con la MMP-9 en las alteraciones de las
membranas fetales previas a su ruptura. Es importante mencionar que, la
identificacion de estas dos metaloproteinasas no descarta la participacion de

otras MMPs.
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Regulacion de la actividad catalitica presente en las MCA.

Una primer interrogante de los resultados presentados era la observacion de
que en ningun liquido amnidtico o extracto de membranas, se demostraba la forma
activa de la MMP-9 y solamente en algunas muestras fue posible demostrar MMP-
2 activa. Sin embargo, tal y como lo demostraron los ensayos con APMA, era
posible revelar la latencia de las enzimas en ambos compartimientos a partir de 12
horas previas al trabajo de parto. Con base en lo anterior, hasta esta parte del
estudio se podia concluir que a pesar de existir un aumento en la expresion de la
MMP-9, por datos de Western blot, zimografia y activacion con APMA, la
regulacion de su actividad catalitica es dependiente de algun mecanismo que
modula la activacion de la proenzima.

Dentro de los posibles mecanismos que podrian ser responsables de la latencia
de las enzimas, se penso en la interaccion de estas metaloproteinasas con sus
inhibidores especificos. Se ha descrito que la membrana amniética produce TIMP-
1y TIMP-2 (Rowe y cols., 1997), pero no se habian analizado los cambios en sus
concentraciones a lo largo de la gestacion. La determinacion semicuantitativa de
TIMP-1, revelé que el inhibidor especifico de la MMP-9 disminuye hacia el
momento del trabajo de parto y en ese sentido, su cantidad va en direccion
opuesta al de la MMP-9, con lo que el balance entre proteasa e inhibidor se inclina
a favor de la protedlisis al momento del trabajo de parto, lo que apoya a la
hipétesis de participacion de las metaloproteinasas de matriz en la ruptura de las
membranas fetales. El hecho de que el TIMP-2, que tiene actividad selectiva por la
MMP-2, no se modifique a lo largo de la gestacion, sugiere que el eje principal de

regulacion se ejerce sobre la MMP-9.
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Los resultados obtenidos en esta fase del estudio tienen correlacién directa con
los datos transversales que se han descrito en el humano y coinciden
completamente con el seguimiento longitudinal realizado en el mono rhesus
(Vadillo-Ortega y cols., 2002). En este sentido, la expresion de las dos enzimas en
la rata sigue un patron similar al humano, en el que es posible detectar MMP-2
durante las etapas previas al desarrollo del trabajo de parto y la expresion
selectiva de la MMP-9 una vez iniciado éste (Vadillo-Ortega y cols., 1995;
Fortunato y cols., 2000a). Asimismo, la disminucién en la concentracién del TIMP-
1, una vez llegado el final de la gestacién, también ha sido descrito en el humano
(Vadillo-Ortega y cols., 1996). Por todo lo anterior, el modelo de estudio en la rata
parece tener aplicaciones directas relevantes al humano y su accesibilidad hizo
posible abordar la segunda parte de este estudio encaminada al entendimiento de
los mecanismos de regulacion de la actividad de las metaloproteinasas en torno al
trabajo de parto. Marcandose como punto de estudio 12 horas antes del trabajo de
parto.

En este estudio, al igual que en el de otros grupos de investigacion y usando
diferentes modelos experimentales (Niu y cols., 2000; Vadillo-Ortega y cols., 2002;
Xu y cols., 2002), no se detectd a las formas activas de las metaloproteinasas
implicadas en el trabajo de parto por zimografia. Este hallazgo planteaba una
inconsistencia bioldgica, porque solo las formas activas de estas enzimas pueden
tener una funcion en la degradacién del tejido conjuntivo, conduciendo a la ruptura
de las membranas durante el trabajo de parto en la rata. Mas que descartar la

participacion de estas proteinas, se pens6 que algun error en las metodologias
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que se estaban utilizando para demostrar formas activas debia de estar
ocurriendo.
El efecto del EDTA.

Cuando se estaban analizando los mecanismos de activacion para
prometaloproteinasas que han sido citados en la literatura (Friedman y cols., 1995;
Sang y cols., 1995;Murphy y cols., 1999), se obtuvo un hallazgo por serendipia.

Se encontré un fendbmeno de activacion de metaloproteinasas con el EDTA,
que reveld la existencia de nuevas bandas de gelatinasas con diferente peso
molecular, mas las bandas ya identificadas en los mismos extractos de
membranas o liquidos amnidticos que habian sido caracterizado antes. Después
de corroborar la reproducibilidad del hallazgo, se concluyé que al incubar la
muestra con el quelante, se estaba propiciando un evento activo de liberacion de
diferentes MMPs, que podrian encontrarse como un agregado macromolecular
presente tanto en liquido amniético como en el tejido fetal. El hecho de que las
muestras fueran primero pre-incubadas con EDTA, posteriormente aplicadas al
zimograma Yy mas tarde incubadas en condiciones 6ptimas para demostrar la
actividad de MMPs, fue lo que permiti6 la identificacion de este efecto. Fue posible
corroborar que el evento era altamente reproducible y que dependia estrictamente
de calcio, ya que se realizaron titulaciones para observar el desensamble y
ensamble de los componentes de nuestra muestra con EDTA y/o calcio en
concentraciones crecientes. Otros cationes divalentes no fueron utiles para revertir
el efecto.

Los resultados anteriores nos colocaban ante un fenémeno paradéjico, en que la

remocion del calcio antes de la separacion electroforética revelaba diferentes
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actividades de MMP insospechadas. Por medio de este tratamiento, se obtenia la
presencia de las formas activas esperadas para MMP-2, MMP-9 y una MMP mas,
que aparecié formando parte de los componentes del extracto de membranas,
cuyo peso molecular sugeria se trataba de la MMP-3. Ademas, al correr las
muestras bajo las mismas condiciones en geles de acrilamida se pudo observar la
presencia de bandas con bajo peso molecular que correlacionaban con los pesos
de los inhibidores tisulares especificos para estas MMP, formando parte del
despliegue de proteinas en nuestra muestra. Se sospechd en la existencia de un

complejo de MMP dependiente de calcio presente en los extractos del tejido.

Caracterizacion inicial del complejo dependiente de calcio.

Para iniciar la caracterizacion bioquimica de este complejo hipotético de MMP
TIMP, se decididé hacer un extracto enriquecido usando una metodologia diferente,
tomando en cuenta la disgregacién de gelatinasas observada, mediada por el
EDTA. Primero, se observd que el tratamiento directo de los precipitados
obtenidos de los extractos de membranas fetales con una solucion amortiguadora
conteniendo EDTA, eluia una cantidad significativa del mismo complejo hipotético
de gelatinasas. Esta preparaciéon eluida con EDTA se usé para todos los
experimentos posteriores. Una propiedad adicional de este complejo surgio
inmediatamente, proponiendo que estos componentes moleculares estaban
unidos a la matriz extracelular, donde ellos podian ser disociados por la quelacion
del calcio usando EDTA.

Los datos mostraban la existencia de un proceso dependiente de calcio porque

solo la presencia o ausencia de este catidon divalente en particular reproducia el
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ensamblaje y desensamblaje hipotético de las MMP y TIMP, respectivamente. La
técnica de Western blot permitié caracterizar los componentes individuales
presentes en el complejo desensamblado tratado con EDTA. Este ensayo revelo la
presencia de pro-MMP-9, MMP-9, pro-MMP-3, MMP-3, pro-MMP-2, MMP-2, TIMP-
1 y TIMP-2. En adicion a estas MMP, proteinas inmunoreactivas de alto peso
molecular para la MMP-9 fueron observadas a 115 y 215 kDa. Estas formas
moleculares pueden corresponder a la asociacién descrita para MMP-9 con ay-
microglobulina o lipocalina (neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL),
proteina asociada de 25 kDa) para producir la forma de 125 kDa (Triebel y cols.,
1992a; Yan y cols., 2001) o a la forma dimérica de 215 kDa (Triebel y cols.,
1992b). Estos datos plantean investigaciones a futuro.

Los resultados obtenidos al pasar el extracto de membranas con EDTA a
través de una columna de Superdex 200 (HPLC), dieron el primer argumento para
corroborar que se estaba ante la presencia de un complejo integrado por
diferentes metaloproteinasas e inhibidores tisulares, modulable por la remocién de
calcio. Este complejo en presencia de calcio salia casi en el limite superior de
exclusién de la columna de filtracién molecular y para demostrar su actividad total
debia ser incubado con el quelante para liberar las enzimas que se habian
observado en el extracto con EDTA. Posteriormente, los datos obtenidos por
Microcalorimetria Diferencial de Barrido, para caracterizar la contribucion de los
diferentes componentes proteicos que estaban en nuestro extracto (estudiando las
caracteristicas estructurales a través de su perfil que despliegan por
calentamiento), demostré finalmente la formacion de un complejo. Cuando el

extracto con EDTA se calentd, se mostré un perfil de desnaturalizaciéon en el cual
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ocho diferentes temperaturas de transicion fueron claramente identificadas como
pro-MMP-9, MMP-9, pro-MMP-3, MMP-3, pro-MMP-2, MMP-2, TIMP-1 y TIMP-2
(de acuerdo al analisis de temperaturas de transicion obtenidas en el termograma
de las proteinas recombinantes). Sin embargo, cuando este extracto se incubd en
presencia de calcio, previo a la corrida, mostré un termograma con solo una
temperatura de transicion. La carencia de transiciones exotérmicas en este estudio
sugirié la formacién de un complejo mas que la agregacion de las proteinas
(Ortega y Lepock, 1995).

El extracto con EDTA fue semipuro, ya que se elimind virtualmente a todos los
contaminantes celulares por repetidas lavadas de los precipitados de
homogenados de membrana. Este proceso permitié obtener la elucién de las
proteinas contenidas en la biomatriz con un paso que implicaba la incubacion del
tejido con EDTA, obteniendo la liberacidon de las mismas gelatinasas que nosotros
habiamos observado en los extractos originales. Ademas, nosotros duplicamos el
ensamblaje y desensamblaje del complejo de gelatinasas y TIMPs dependiente de
calcio con estos extractos enriquecidos. Esto sugiridé que el complejo identificado
existia in vivo, formando un complejo estable con la matriz extracelular. Para
confirmar esta suposicion se usé la combinacibn de dos metodologias:
inmunohistoquimica y microscopia confocal para identificar la presencia de cada
uno de los componentes descritos en el tejido y colocalizar la presencia de todos
los componentes moleculares en la biomatriz de las membrana fetales, obtenida a
través del tratamiento con detergente y ciclos de congelamiento y

descongelamiento de las membranas fetales.
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Identificacién del complejo de MMP y TIMP en la matriz extracelular de las
MCA.

Los resultados por inmunohistoquimica mostraron que cada uno de los
componentes del complejo se encontraban depositados en la matriz del tejido libre
de células. Ademas, la distribucion heterogénea de los complejos, como se reveld
por microscopia confocal, sugiere la existencia de componentes especificos de la
matriz extracelular a los cuales el complejo tenga afinidad, tales como tipos
especificos de colagena. Algunos reportes sefialaron a la matriz extracelular
como un tejido donde las MMP se encuentran fuertemente unidas. La
demostracién de que la colagenasa esta unida al tejido conjuntivo in vivo se ha
reportado en tejidos de rata normal, en los modelos experimentales de cirrosis en
el higado y en el utero de rata (Montfort y Pérez Tamayo, 1975;1978). Pardo y
cols. (1980) reportaron la presencia de una enzima con actividad colagenolitica
(probablemente MMP-13), como un contaminante constante unido fuertemente a
las fibras de colagena. Esta sugerencia de un probable papel fisiolégico de esta
enzima unida a su sustrato es apoyada por nuestros hallazgos reportados aqui.

El inicio de la caracterizacion bioquimica de los extractos con EDTA involucré
una cromatografia de tamiz molecular, la cual corrobor6 la existencia de las
mismas gelatinasas que han sido identificadas por Western blot y CDB. Cuando el
calcio se afiadio a estos extractos antes de cargarlo en la columna, estas enzimas
desaparecieron, y solo una fraccion de alto peso molecular pudo ser disociada
dentro de los mismos componentes moleculares por la quelacion del calcio

disponible. Sorpresivamente, soélo el 15% de la proteina cargada pudo ser
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recuperada de la columna de tamiz molecular cuando el calcio estuvo presente en
las soluciones; estas condiciones favorecieron la formaciéon del complejo. Esto
nuevamente sugiere que es un complejo de muy alto peso molecular que no entra
a la resina de Superdex 200 o a la malla formada por el polimero de la acrilamida
durante el SDS-PAGE o zimograma. De acuerdo al limite de exclusién de la
columna, el peso molecular minimo para este complejo es de 480 kDa, lo cual
hace que sea uno de los mas grandes complejos de proteasas multicatalitico
descrito (Dutta y Berman, 2005). El tamafo propuesto de este complejo puede
explicar los resultados de microscopia confocal, los cuales revelaron la presencia
de grandes racimos de proteinas inmunorreactivas colocalizadas en las
membranas fetales libres de células. Esta es una clara evidencia que existe un
complejo de MMP y TIMP formando parte del degradoma extracelular, al menos
en las membranas fetales de la rata.

Las MMP requieren calcio para llevar a cabo su actividad proteolitica sobre sus
diferentes sustratos, al menos esta dependencia ha sido demostrada en los
siguientes casos: Los dominios cataliticos de la estructura de las MMP poseen
iones de calcio (minimo dos) que son indispensables para ejercer su actividad
enzimatica, participan en el plegamiento de la proteina, facilitando el
reconocimiento por su sustrato, y por lo tanto su catalisis. Por otra parte, se ha
observado que un solo id6n de calcio esta asociado con el dominio de la
hemopexina de las MMP, sugiriendo su posible participacion en la interaccién con
otras moléculas, lo cual no afecta la funcién catalitica de estas enzimas. Hay
evidencia que el dominio de la hemopexina tiene afinidad por la heparina y que la

interaccidn que se establece entre estas es dependiente de calcio (Wallon vy
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Overall, 1997). En este estudio no se logré purificar el complejo propuesto con el
uso de las metodologias tradicionales, asi que no se logré abordar el mecanismo
de interaccion entre los componentes moleculares. Sin embargo, se muestran
evidencias de que MMP-2, MMP-3 y MMP-9 tanto en sus formas inactivas, como
activas; ademas de TIMP-1 y TIMP-2, estan fuertemente unidos en un complejo
que tiene afinidad por la matriz extracelular, cuyas interacciones son dependientes
de calcio y aun no han sido descritas.

Este complejo no se ha identificado en otros extractos de tejido, posiblemente
porque las soluciones amortiguadoras que se utilizan para la extraccion de MMP
contienen concentraciones milimolares de calcio, de tal manera que es posible que
la ausencia de formas activas de MMP en las membranas y otros extractos

tisulares bajo analisis zimografico puedan ser explicados por estos hallazgos.

Papel fisiolégico del complejo de alto peso molecular en el control de la
actividad.

La presencia de un complejo proteico conteniendo formas activas e inactivas de
diferentes MMPs y TIMPs sugieren un mecanismo de actividad enzimatica latente
que puede participar en el control de la actividad de MMP en el tejido. Los ensayos
dirigidos para confirmar dicha propuesta fueron disefiados usando un rango de
concentraciones fisioldgicas de calcio, y el fendbmeno del mecanismo de activacion
mediado por calcio siempre fue reproducible. De acuerdo a estos experimentos,
las actividades de las MMPs pueden experimentar una transicion en su estructura
y funcion, formando un complejo estable a concentraciones fisioldgicas de calcio

mayores a 2 mM, confiriendo la latencia a estas enzimas. Por el contrario, si el
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calcio cae menor a esta concentracion (2 mM), se propone que el complejo se
disocia y las enzimas activas pueden actuar sobre sus respectivos sustratos. Es
probable que un cambio en la concentracion extracelular de calcio pueda ocurrir
en este microambiente durante el TP, porque la concentracion miometrial genera
un flujo de calcio que es dirigido del espacio extracelular y LA hacia el miometrio.
En consecuencia, es posible que la concentraciéon de calcio por arriba de 2 mM
pueda ser alcanzada en la membrana fetal (Sanborn, 2000). La formacién de este
complejo de MMPs activas e inactivas pudiera estar en sincronia con la
contraccion miometrial y la ruptura de membranas. Otra ventaja fisiolégica, podria
presentar al complejo como un reservorio de enzimas en forma latente, las cuales
al activarse podrian inducir una degradacion masiva de los componentes de la
matriz extracelular en las MCA, al momento de la ruptura, en el TP. Aunque se ha
reportado que la sintesis de MMP se induce varias horas antes del TP en ratas
(Lei y cols., 1995), algunos dias antes en los humanos (Vadillo-Ortega y cols.,
1995) y primates (Vadillo-Ortega y cols., 2002). Por lo que es poco probable que la
sintesis de novo de MMPs asociada a su activacion extracelular sea la
responsable de la ruptura de las membranas de forma simultanea con el inicio de
la actividad muscular uterina.

La composicion del complejo aqui reportado, no comprende Unicamente a las
MMPs y TIMPs, es probable que otras proteasas lo integren, ya que los
componentes de la matriz extracelular que incluyen proteoglicanos, fibronectina,
laminina, elastina y diferentes tipos de colagena, sugieren la necesidad de una
degradacion mas generalizada en el momento de la ruptura de las membranas

fetales.
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En resumen, en este trabajo se ha identificado un mecanismo novedoso de
control enzimatico, que descubre la posibilidad de incursionar en mecanismos de
secuestro de calcio que se den en la etapa periparto para entender el proceso
fisiolégico del evento.

La propuesta de este estudio es que el mecanismo que opera en el desarrollo
del TP se lleva a cabo a través de una secuencia de diferentes pasos de control
proteolitico, cuyo umbral resultaria en la ruptura de las membranas fetales. Se
propone: a) la formacion de un complejo extracelular que puede ser originado
simultaneamente con la secrecion de MMP al espacio extracelular, produciendo un
sistema de enzimas latentes bajo concentraciones fisiolégicas de calcio. Lo cual
provocaria la progresiva acumulacion de una cantidad masiva de enzimas con
potencial para degradar componentes de la matriz extracelular durante los
primeros estadios del trabajo de parto.

b) Una vez iniciadas las contracciones del miometrio, esto ocasiona una
disminucién local del calcio extracelular, haciendo inestable al complejo.

c¢) Inician los mecanismos de activacion de las MMPs del complejo, provocando
la degradacion del tejido, lo que resulta en la ruptura de las membranas fetales.

Esta hipdtesis asume que las concentraciones de calcio presentes en este
microambiente, dependen de un amplio rango de condiciones relacionadas
intimamente a la actividad del miometrio.

Por lo que este trabajo tiene una implicacion directa en la investigacion del
mecanismo de ruptura prematura de membranas. Lo que hace necesario hacer
una caracterizacion molecular completa del complejo, entender los mecanismos

de activacion del mismo y validar su papel fisiolégico durante el TP.
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Apéndice de soluciones utilizadas.

(A) Solucién amortiguadora de Tris-calcio, pH 7.4
(mM): Trizma Base 50, CaCl, 20, NaCl 150 y azida de sodio 0.02%.
(B) Solucién amortiguadora de Tris-EDTA, pH 7.4
(mM): Trizma Base 50, EDTA 40, NaCl 150 y azida de sodio 0.02%.
(C) Solucién amortiguadora Tris, pH 7.4
(mM): Trizma Base 50, NaCl 150 y azida de sodio 0.02%.
(D) Solucién amortiguadora de HEPES, pH 7.4
(mM): HEPES 50, 4,4’-ditiopiridina 1.0.
(E) Solucién amortiguadora Tris-Malato, pH 7.4
(mM): Tris-Malato 20, NaCl 0.15
(F) Solucién PBS-Triton, pH 7.4
(mM): PBS 10, NaCl 100, KCI 3. Triton X-100 0.1%
(G) Solucion tefidora

0.25% de azul de Coomasie R-250 en acido acético 10% y metanol al 45%
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