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RESUMEN  
 
 
El trabajo de parto humano es un proceso fisiológico que se caracteriza por contracciones uterinas 

sincronizadas con la dilatación del cérvix y la ruptura de las membranas corioamnióticas (MCA). Las 

MCA ó membranas fetales son tejidos extraembrionarios que tienen como función la secreción de 

sustancias al líquido amniótico y al útero, contener al feto y proteger a este del ambiente 

extrauterino a lo largo de la gestación. Las MCA son tejidos multilaminares integrados por dos capas 

principales: el amnios y el corion.  La capa compacta del amnios está compuesta exclusivamente por 

un arreglo de fibras de colágena y es el principal esqueleto del amnios, ya que en esta zona reside la 

mayor fuerza tensil mecánica durante la gestación. El debilitamiento estructural de estos tejidos está 

mediado por la familia de las metaloproteasas de matriz extracelular (MMPs). La metaloproteasa más 

implicada en la ruptura de las MCA durante el trabajo de parto es la MMP-9, la cual se ha reportado 

que es capaz de degradar colágena tipo IV, uno de los principales componentes de la matriz 

extracelular de dichos tejidos.  La MMP-9 es sintetizada por diferentes tipos celulares que en su 

mayoría se localizan en el corion, el lado opuesto a la capa compacta del amnios. Es esperado que 

exista un mecanismo de tránsito transmembranal para que la MMP-9 cruce desde el corion hasta las 

capas del amnios ricas en tejido conectivo. Por lo dicho antes, ell objetivo de este trabajo fue el 

identificar y analizar el paso intratisular de la MMP-9 en el corioamnios humano emulando in vitro  las 

condiciones del trabajo de parto.  

 

Se obtuvieron MCA de mujeres con trabajo de parto a término y de mujeres sujetas a cesárea sin 

trabajo de parto. Se realizaron explantes de las MCA de ambos grupos y se cocultivaron a diferentes 

tiempos con MMP-9 recombinante humana conjugada con FITC y se analizaron por microscopía 

confocal. Se utilizó  albúmina/FITC como un control negativo. Posterior al cocultivo,  se realizaron 

extractos de estos tejidos para comprobar la presencia de la MMP-9/FITC mediante electroforesis en 
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geles de poliacrilamida. Finalmente se comprobó la participación de estructuras de superficie celular 

del epitelio amniótico en el almacenamiento de la MMP-9/FITC mediante el uso de tripsina/EDTA por 

diferentes tiempos.  

 

La MMP-9/FITC que se adicionó del lado del corion de las MCA, se incorporó gradualmente desde el 

corion hasta llegar al amnios conforme aumentaba el tiempo de incubación. Se observó reactividad 

de la MMP-9/FITC desde la primera hora de cultivo y la mayor incorporación de esta proteína fue a 

las 24 horas de cultivo, en ambos grupos de MCA. En las MCA provenientes de mujeres con trabajo 

de parto se observó mayor incorporación de MMP-9/FITC en comparación con las MCA provenientes 

de mujeres sin trabajo de parto. Se observó  a la MMP-9 en el ambiente citoplasmático del epitelio 

amniótico. En el caso de la albúmina/FITC no se observó en el amnios en ningún tipo de MCA. La 

electroforesis de los extractos de amnios y corion, mostró que la MMP-9/FITC está presente en 

ambos tejidos en forma de homodímero. Al parecer el paso de la MMP-9/FITC al interior de la célula 

amniótica es mediado por estructuras de superficie celular, ya que el tratamiento dado al tejido 

amniótico con tripsina/EDTA disminuyó la incorporación de la proteasa.  

 

Los hallazgos obtenidos en este estudio nos permiten proponer que la MMP-9 atraviesa 

específicamente  a través de los diferentes estratos de las MCA. Este evento se favorece en los 

tejidos provenientes de mujeres con trabajo de parto. Asimismo, la MMP-9 que pasó el tejido fetal es 

capaz de almacenarse en el citoplasma del epitelio amniótico. Al parecer este mecanismo de 

almacenamiento está mediado por estructuras de superficie celular del amniocito. Tanto el paso 

selectivo como el almacenamiento de la MMP-9 en el tejido amniótico, son eventos que podrían estar 

participando en la degradación de la matriz extracelular de la MCA, permitiendo así la ruptura de 

estos tejidos durante el trabajo de parto.  
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ABSTRACT 

Human parturition is a complex physiological process that is characterized by uterine contractions, 

cervix dilatation and the rupture of fetal membranes. Fetal membranes are extraembryonic tissues 

that retains amniotic fluid, secret substances to amniotic fluid and towards the uterus and protect the 

fetus from the extrauterine environment during gestation. Fetal membranes are multilayered tissues 

formed by two principal layers: the amnion and the chorion. The compact layer of the amnion is 

composed principally of an exclusive arrangement of collagen fibers, this is the area where the 

mechanical and tensile strength resides during gestation. Structural weakening of fetal membranes is 

mediated by matrix metalloproteinases (MMPs), a family of calcium-dependent zinc-containing 

endopeptidases; which are responsible for tissue remodeling and degradation of the extracellular 

matrix (ECM).  

 

The MMP-9 is the main metalloproteinase associated to the rupture of fetal membranes at the onset 

of labor. This protease can degrade type IV collagen fibers, one of the principal components of the 

ECM of fetal membranes. MMP-9 is synthesized by different types of cells majorly localized in the 

choriodecidua, that is located in the opposite side of the compact layer of the amnion where the 

principal substrate is present. So, it is expected that a mechanism for the tissue traffic of MMP-9 to 

cross from the chorion to the rich connective tissue layers of the amnion exists. The objective of this 

study was to identify and analyze the transmembranal transit of MMP-9 in amniochorion, emulating 

in vitro labor conditions.  

 

Non infected fetal membranes were obtained from two groups of women: 1) term with labor, and 2) 

term without labor. Membranes were mounted in an in vitro model, with the chorion facing the upper 

chamber and the amnion towards the lower chamber. MMP-9 conjugated with fluorescein (FITC) was 
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added on the chorion layer and incubated during different periods. Albumin conjugated with FITC 

was used as a negative control. Frozen sections were obtained and analyzed by confocal microscopy. 

We made tissue extracts to demonstrate the presence of MMP-9/FITC using polyacrylamide gel 

electrophoresis with SDS (PAGE). Finally we evaluate the participation of structures of the membrane 

of the amniotic epithelium in the intracellular transport of MMP-9.  

 

The MMP-9/FITC added on the chorion of fetal membranes was gradually incorporated into the 

membranes, reaching the amnion. We observed MMP-9/FITC in the amnion from the first hour of 

incubation. However, it was after 24 hours of incubation when we observed maximum incorporation 

of labeled MMP-9 in this layer. Traffic of MMP-9/FITC to the amnion appears to be higher in fetal 

membranes with labor than in membranes without labor. We also observed that MMP-9 was localized 

in the cytoplasm of the amnion epithelial cells. The albumin/FITC had no transit in any case of fetal 

membranes. The SDS PAGE showed that MMP-9/FITC is present in both layers in a high molecular 

weight form. The treatment with trypsin to the amniotic cells abolished the transport of MMP-9. 

Apparently, the storage of MMP-9 is mediated by cellular structures of the cellular membrane.  

 

The findings of this work let us to propose that the MMP-9 is trafficked through fetal membranes. 

Likewise, the MMP-9 can be stored inside amnion epithelial cells and it seems that a specific 

transporter is involved in this process. The selective transit and storage of MMP-9 in the amnion, are 

events that can be participating in the extracellular matrix degradation leading to the rupture of fetal 

membranes during labor at term of gestation.  
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INTRODUCCION 
 
 
 
El trabajo de parto es un proceso fisiológico complejo que está definido por la sincronización de las 

contracciones uterinas, la dilatación del cérvix y la ruptura de las membranas fetales  que se inducen 

por eventos de señalización autocrinos/paracrinos que parecen ser específicos de la especie humana.  

Sin embargo, estos procesos son aún poco comprendido y por ello es necesario conocer los cambios 

sistémicos y la sincronización de éstos para producir cambios locales que limitan el tiempo de 

gestación y  dan origen al nacimiento humano.  

 

Nuestro grupo de trabajo ha enfocado su interés en caracterizar  los diferentes mecanismos 

fisiológicos que se llevan a cabo durante  el final de la gestación, con el fin de comprender  los 

procesos patológicos que se manifiestan en el periodo gestacional. Los sucesos patológicos  como el 

parto pretérmino, la ruptura prematura de membranas (RPM) y  son las principales causas de  

mortalidad neonatal y han sido un tema de estudio por diversos grupos de investigación a nivel 

mundial. Los mecanismos que están involucrados en la ruptura espontánea de las membranas fetales 

posterior al trabajo de parto y a la ruptura de membranas en condiciones patológicas tampoco  han 

sido definidos en su totalidad. La identificación de los posibles mecanismos que provocan la ruptura 

de las MCA en condiciones fisiológicas del trabajo de parto ayudará a entender los cambios asociados 

a condiciones no fisiológicas y sus consecuencias clínicas.  

 



12 
 

ANTECEDENTES 

 
Trabajo de Parto 

A lo largo del embarazo humano el útero se mantiene relativamente sin actividad contráctil y el 

cérvix permanece rígido y cerrado. Al término de la gestación, cuando el feto está totalmente 

desarrollado, el cérvix se dilata, el útero se contrae y las membranas fetales se rompen dando como 

resultado la expulsión del feto (Bryant-Greenwood y Millar, 2000; Garfield y Maner, 2007). A este 

proceso fisiológico se le denomina trabajo de parto y se logra por una serie de eventos de 

señalización autócrino/parácrino que afectan el ambiente uterino.   Se considera un embarazo de 

término cuando el trabajo de parto sucede entre las 37-40 semanas de gestación.  

 

El trabajo de parto se compone de dos fases principales (Figura 1): la preparatoria que es 

relativamente larga (meses); seguida de la segunda que es corta (horas) y que se denomina fase 

activa. Entre ellas existe una fase intermedia, la cual tiene una duración de días (Garfield y Maner, 

2007).  

 

En tanto el embarazo avanza, el útero brinda al feto el espacio suficiente para su crecimiento y 

ofrece soporte a las MCA las cuales se alinean completamente con éste a la mitad del embarazo. Sin 

embargo, en la etapa final del embarazo (fase preparatoria) el crecimiento uterino cesa y se 

incrementa la tensión de las paredes de éste, iniciando la señalización necesaria para el trabajo de 

parto activo.  Durante la fase activa del trabajo de parto el útero deja de ser un tejido con baja 

conectividad y cambia a ser un sincicio. Estas conexiones intercelulares se dan por dos diferentes 

vías: la formación de poros mediados por proteínas denominadas conexinas  
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La conectividad física y bioquímica permite la despolarización individual del miocito y posteriormente 

de las células vecinas; generando una cascada extensiva de despolarización y contracción 

sincronizada que cubre grandes áreas del útero. Este fenómeno causa aumento en la presión 

intrauterina y en conjunto con la progresiva dilatación del cérvix y la ruptura de las MCA se induce la 

expulsión del feto al término de la gestación (Smith R, 2007). 

 

 

 
Figura 1. Modelo de maduración del útero y el cérvix desde el momento de la concepción hasta el trabajo de parto 

activo. Modificado de: Garfield y Maner, 2007. 
 

Un componente crítico para la expulsión del feto es la dilatación del cérvix. El cérvix está formado 

principalmente de fibras de colágena, las cuales le brindan la estructura necesaria para permanecer 

cerrado durante el embarazo.  El trabajo de parto está asociado al arribo de un infiltrado de células 

inmunológicas al cérvix y a la secreción de metaloproteasas de matriz extracelular, alterando su 

estructura y provocando su dilatación.  

 

 

ÚTERO 

CÉRVIX  

Desde la concepción  hasta 
el final  del embarazo 

Fase preparatoria Fase intermedia Fase activa 

Cambios hormonales 
Crecimiento fetal 

•Borramiento cervical 

•Cambios en las 
proteínas que promueven 
la contracción, la 
conección intercelular y la 
exitabilidad del miometrio. 

•El útero se prepara para 
las contracciones uterinas 

•Comienza la dilatación 
del cérvix 
 

•Contracciones uterinas 

•Dilatación del cérvix 

•Infiltrado de células 
inmunológicas  

•Aumento en expresión y 
secreción de MMP´s 

•Ruptura de la membrana 
corioamniótica 
 

Final del embarazo Fase preparatoria Fase intermedia Fase activa Concepción  

Duración = meses Duración = días Duración = horas 

•Formado principalmente 
por colágena. 

•Poco contenido de 
músculo liso. 

Decidua 

Amnios 

Corion 

Placenta 

•Formado principalmente 
por músculo liso. 

•Poco contenido de 
colágena. 
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Membranas corioamnióticas humanas 

 

 Las membranas fetales ó membranas corioamnióticas son tejidos extra embrionarios,  accesorios, 

los cuales son genéticamente idénticos al feto. Tienen un tiempo de vida limitado ya que sólo están 

presentes hasta que el feto se desarrolla en su totalidad hasta convertirse en un individuo funcional 

(Bryant-Greenwood, 1998). Durante el embarazo existe la necesidad que las membranas fetales sean 

lo suficientemente fuertes y elásticas para soportar el estiramiento del doble de su tamaño original, 

simultáneamente resistir el peso y los movimientos fetales vigorosos principalmente al término del 

embarazo. Por esta razón, la estructura de las MCA es especializada e importante para la gestación 

humana.  

 

 Las membranas corioamnióticas tienen diversas funciones, tales como: contener el líquido 

amniótico, secreción de sustancias dirigidas al líquido amniótico y al útero; y proteger al feto del 

ambiente extrauterino. Estos tejidos son multilaminares, integrados por dos principales capas: el 

amnios y el corion (Figura 2).  El corion se forma del blastocisto implantado en el polo que apunta 

hacia la cavidad endometrial. El amnios se forma separadamente del componente epitelial y 

mesenquimal; que al fusionarse con el mesodermo del corion forman el corioamnios.  
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Figura 2. Micrografía electrónica de barrido de membrana corioamniótica, 
de término sin trabajo de parto. Se observa el corion (izquierda) y el amnios (derecha). 

Aumento 150X 
 

 El amnios es la capa interna que está en contacto con el líquido amniótico y el corion es la parte 

externa que está en contacto con la decidua materna. Las MCA están constituidas por células 

epiteliales, mesenquimales y citotrofoblásticas, embebidas en una matriz extracelular rica en agua y 

colágena (Xu y col, 2002; Lei y col, 1999; Parry  y Straus, 1998). Los tipos de colágena más 

abundantes en esta matriz son: I, III, IV, V y VI. Sin embargo, se sabe que el tejido que brinda 

soporte está compuesto por fibras de colágena tipo I y III, que están estabilizadas por una red de 

colágena tipo IV, V y VI (Vadillo-Ortega y Estrada-Gutiérrez, 2005).  

 

A su vez, el amnios está formado por cinco capas histológicas: el epitelio amniótico, la membrana 

basal, la capa compacta, la capa de fibroblastos y la zona esponjosa. El amnios no contiene vasos 

sanguíneos y no está inervado; por lo que los nutrimentos que se requieren provienen del líquido 

CORION AMNIOS
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amniótico (Parry  y Straus, 1998). El epitelio amniótico, secreta colágena tipo III, IV y glicoproteínas 

que dan lugar a la membrana basal (Figura 3).  

 

 

Figura 3. Micrografía electrónica de barrido de amnios.  
 A. Se observa la membrana basal y el epitelio amniótico. B. Epitelio amniótico. Se puede observar conexiones entre 

amniocitos las cuales pueden tener un papel importante en el intercambio de moléculas. Aumento 1000X 
 

El tejido adyacente a la membrana basal se denomina capa compacta, la cual está compuesta 

exclusivamente por un arreglo de fibras de colágena y es el principal esqueleto del amnios; ya que 

en esta zona reside la mayor fuerza tensil y mecánica durante el embarazo. El arreglo de éste tejido 

está dado por las colágenas de tipo I y III, que forman uniones paralelas que mantienen la 

integridad mecánica del amnios. La colágena tipo V y VI forman uniones entre la colágena I y III y la 

membrana basal del epitelio amniótico; lo que proporciona mayor fuerza a las membranas 

corioamnióticas necesaria para soportar el crecimiento y el movimiento fetal durante la gestación 

(Figura 4) (Bryant-Greenwood, 1998; Vadillo-Ortega y Estrada-Gutiérrez, 2005).  

  

Adosada a la capa compacta existe una capa de fibroblastos, la cual consiste en células 

mesenquimales y macrófagos embebidos en la matriz extracelular. La colágena en ésta zona 

conforma una estructura de red laxa asociada a glicoproteínas. 

 

A B 
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Figura 4. Micrografías electrónicas de barrido de fibras de colágena y su organización en las membranas corioamnióticas .Se observa 
la estructura de las fibras de colágena del amnios que está adosado al corion. A partir del corion estas fibras de colágena se arreglan 

de tal manera que ya en el amnios muestran una estructura compactada. 
Aumentos: A. 100X, B y C. 1000X, D y E. 5000X, F. 30000X 

 
 
 

 En contacto con el corion, se localiza la zona intermedia o zona esponjosa, la cual se denomina de 

tal manera por su contenido abundante de proteoglicanos hidratados, glicoproteínas y colágena tipo 

III. Esta capa tiene como función absorber el estrés físico permitiendo que el amnios se deslice sobre 

el corion.  

 

El corion se asemeja a una membrana epitelial que está compuesta por una membrana basal y de 

tejido conectivo rico en colágena (Parry  y Straus, 1998) (Figura 5).  El corion se sobrepone al tejido 

decidual, el cual es una  zona compuesta por células deciduales, leucocitos infiltrados, trofoblastos y 

vasos sanguíneos (Kaerns y Lala, 1985) embebidos en una matriz extracelular. El corion tiene una 

función protectora frente al rechazo inmunológico del feto, así como también de síntesis de 

moléculas como hormonas, prostaglandinas y oxitocina entre otras (Germain y col, 1994). La decidua 

humana es una mezcla de células maternas de diferentes orígenes y abundante matriz extracelular.  

El punto de contacto entre el citotrofoblasto y la decidua materna es una región importante donde se 

mantiene una barrera inmunológica durante el embarazo.  

B C 

E F D 

A 
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Figura 5. Representación esquemática de la estructura de las membranas corioamnióticas (MCA) humanas de término. 
Modificado de: Parry y Strauss, 1998 

 

 

Componentes de la matriz extracelular de las membranas fetales 

 

Los componentes de la matriz extracelular son responsables de las propiedades biomecánicas del 

tejido, también son elementos de señalización que permiten responder a las necesidades cambiantes 

del tejido. Los principales componentes de la matriz extracelular de las MCA son: la colágena, la 

elastina, la laminina y la fibronectina. La distensión mecánica puede resultar en cambios de la 

respuesta autócrina/parácrina de la matriz extracelular. En la situación homeostática normal, existe 

una ruptura continua y regeneración de componentes de la matriz extracelular. Previo al parto, la 

matriz extracelular puede responder a la distensión uterina y al estiramiento de las MCA con una 

pérdida coordinada de las interacciones célula/matriz y perder estructura (Reyna-Villasmil y col, 

2003). La pérdida de la estructura de la matriz extracelular durante el trabajo de parto puede 

repercutir en un incremento en la apoptosis de las células del epitelio amniótico.  
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Colágena 

Se reconocen por lo menos 27 tipos de colágena genéticamente distintos que están codificados en al 

menos 30 genes formando una familia especializada de glicoproteínas estructurales. La colágena es 

el principal componente estructural de las MCA. La mayor fuerza tensil de dichas membranas es 

provista por las colágenas intersticiales tipo I y III, en conjunto con pequeñas cantidades de 

colágena tipo V, VI y VII en la capa compacta del amnios. Estos escasos componentes en la región 

compacta son importantes para el reforzamiento debido a que los tipos V y VI forman fibrillas 

heterotípicas con la colágena tipo I y III. La membrana basal clásica está conformada por colágena 

tipo IV, la cual sirve de base para el ensamblaje de otros componentes de la membrana basal como 

lo son la laminina y el proteoglicano heparan sulfato. La colágena tipo V es considerada como la 

colágena fibrilar menor, sin embargo, su distribución en la vecindad inmediata a la membrana basal 

amniótica sugiere que tiene funciones de anclaje (Malak y col, 1993). 

Aunque la colágena tipo IV esta asociada con las membranas basales, se ha sugerido que este tipo 

de colágena puede tener un papel en el desarrollo y mantenimiento de la estructura de la matriz.  

 

Elastina  

Las MCA han sido descritas como tejidos que contienen componentes elásticos que recobran su 

estructura original cuando son sometidos al estiramiento; y componentes no elásticos los cuales 

pierden su estructura con el estrés. La elastina es un componente amorfo de las fibras elásticas, la 

cual se organiza a partir de proteínas precursoras colectivamente denominadas tropoelastina. 

Estudios muestran que la decidua, el corion y el amnios expresan el RNAm para la tropoelastina. Sin 

embargo, la elastina que se ha localizado en las MCA es de menor el tamaño en comparación de las 

fibras de elastina clásicas  localizadas en otros tejidos (Hieber y col, 1997).  
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La presencia de fibras delgadas de elastina en las membranas fetales sugiere que existe alguna 

limitación para la formación de fibras de elastina de mayor grosor, lo que puede brindar suficiente 

elasticidad a la membrana sin ser un obstáculo para la ruptura fisiológica de éstas al término del 

embarazo.  

 

Fibronectinas  

Las fibronectinas son glicoproteínas sintetizadas por una gran variedad de tipos celulares los cuales 

dirigen su organización subsiguiente en las fibrillas de la matriz extracelular. Esta familia de 

glucoproteínas son el producto de un solo gene que puede sufrir splicing alternativo y dar origen a 

20 tipos diferentes de fibronectina humana. Las fibronectinas tienen múltiples dominios de unión a 

células, así como a otros componentes que estabilizan a la matriz extracelular.  

La  molécula de fibronectina es compleja, cada cadena forma dímeros de 250 kDa y polímeros 

asociados a la superficie celular. La fibronectina tiene un dominio de unión a la colágena, que se une 

preferentemente a la colágena desnaturalizada pero sobretodo a colágena tipo I. La fibronectina en 

las membranas corioamnióticas es de tipo onco-fetal, una forma glucosilada única. La fibronectina 

onco fetal es una proteína de matriz extracelular que corresponde a una isoforma de la fibronectina 

sérica, pero que es expresada solamente en tejidos fetales y por algunos tipos de células neoplásicas 

(Vadillo y col, 2002). Estudios de inmunolocalización muestran que su distribución es generalizada en 

la matriz extracelular de las membranas fetales, desde la decidua hasta el amnios (Lockwood y col, 

1991). La activación decidual hacia el final del embarazo puede involucrar la pérdida de contacto 

entre la fibronectina y las células.  Durante el trabajo de parto hay una separación entre la decidua y 

el corion en el segmento bajo del útero. Esta separación puede ser el resultado de la disociación 

entre la fibronectina a sus receptores y  a proteínas extracelulares; por tanto la fibronectina libre es 

detectable en secreciones cervicales y vaginales. Es por esta razón que en la actualidad se utiliza a la 
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fibronectina como un marcador clínico del inicio del trabajo de parto  a término o pretérmino (Malak 

y col, 1996). 

 

Lamininas 

Las lamininas son el mayor componente de las membranas basales y se forman por varias 

subunidades acopladas por puentes disulfuro. Las lamininas son el producto de varios genes 

similares pero diferentes los cuales producen siete diferentes isoformas que van a interaccionar con 

las células mediante el reconocimiento de secuencias específicas y de receptores tipo integrinas 

(Yamada, 1991). La laminina ancla a las células a la membrana basal, así como también ancla la 

membrana basal del epitelio amniótico al tejido adyacente a través de la colágena tipo VII 

(Champliaud y col, 1996). La laminina en sus diferentes variantes, tiene como principal función 

fortalecer al amnios.  

 

Ruptura de las membranas corioamnióticas  

 

El amnios y el corion son tejidos fetales con alto contenido de tejido conectivo, que proveen la fuerza 

para mantener al feto a lo largo del embarazo (Bell y Malak, 1997). Durante la fase tardía del trabajo 

de parto normal se da la ruptura de las MCA que generalmente coincide con la dilatación avanzada 

del cuello uterino. Cuando la ruptura de las MCA está disociada del trabajo de parto se define como 

ruptura prematura de membranas (RPM) y si ésta sucede antes de la semana 37 de gestación se 

denomina ruptura prematura de membranas pretérmino (RPMP) (Vadillo-Ortega  y Col, 1994). La 

RPM y la RPMP son la primera causa de parto pretérmino y de mortalidad en neonatos (Vadillo-

Ortega y Estrada-Gutiérrez, 2005). Del 8% al 10% de las mujeres con embarazo de término 
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(>37sdg) presentan RPM. Sin embargo, la RPMP ocurre aproximadamente en el 1% de todos los 

embarazos y está asociada en un 30%-40% con el nacimiento pretérmino (Parry  y Straus, 1998).  

Tradicionalmente se ha descrito que la ruptura de las MCA se debe al estrés físico, particularmente 

durante el trabajo de parto. Sin embargo, las evidencias sugieren que la ruptura de las membranas 

está relacionada a cambios bioquímicos, como la degradación de la matriz extracelular y del tejido 

conectivo tanto del amnios como del corion; y a la muerte celular programada de las células 

embebidas en este tejido fetal.  

 

El mantenimiento de la fuerza tensil de las MCA  implica que haya un equilibrio entre la síntesis y la 

degradación de los componentes de la matriz extracelular. Se ha propuesto que los cambios en el 

contenido de colágena, alteraciones en su estructura y un incremento de la actividad colagenolítica, 

están asociados con la ruptura de estos tejidos durante el trabajo de parto (Parry  y Straus, 1998).  

 

Se ha postulado que las MCA y la decidua responden a estímulos sintetizando mediadores como 

citocinas, prostaglandinas, hormonas y metaloproteasas de matriz extracelular que van a dirigir la 

degradación de la matriz extracelular de las membranas corioamnióticas favoreciendo su ruptura  

durante el trabajo de parto y el nacimiento.  

 

El modelo hipotético de la ruptura fisiológica de las MCA involucra la inducción, la expresión, la 

secreción y la activación de las MMPs por células infiltradas y locales, lo cual está sincronizado con 

cambios cervicales y del miometrio. Actualmente, el mecanismo propuesto para explicar la ruptura de 

estos tejidos consiste en el ataque enzimático a las capas histológicas ricas en tejido conectivo, en 

específico a la capa compacta y a la capa esponjosa del amnios, que en conjunto soportan el 75% de 

la fuerza tensil de las membranas durante el embarazo.  Llevando a la pérdida de la estructura, a la 
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disminución de su resistencia mecánica y finalmente a la ruptura de las membranas corioamnióticas 

tanto en condiciones fisiológicas como  patológicas (Vadillo Ortega,  1995). Sin embargo, la 

secuencia de eventos que tienen como resultado la degradación de la matriz extracelular y la 

consecuente ruptura de las membranas corioamnióticas no se ha definido totalmente.  

 

 

Metaloproteasas de matriz extracelular  

 

La degradación de la matriz extracelular es importante en el desarrollo, la morfogénesis, reparación y 

remodelación tisular. En condiciones fisiológicas la degradación tisular es finamente regulada; sin 

embargo, en condiciones patológicas esta regulación se ve afectada causando enfermedades como la 

artritis, nefritis, encefalomielitis, úlceras, fibrosis, entre otras.  

La remodelación descontrolada de la matriz extracelular del miocardio y de las vías sanguíneas causa 

por ejemplo ateroesclerosis, estenosis, hipertrofia ventricular izquierda, falla cardiaca y aneurisma.  

Diferentes tipos de proteasas están implicadas en la degradación de la matriz extracelular; las 

principales son las metaloproteasas de matriz extracelular (MMPs)  ó también denominadas 

matrixinas (Nagase y col, 2006).  

 

La degradación del tejido conectivo de las MCA está mediada por las metaloproteasas de matriz 

extracelular, una familia de enzimas dependientes de zinc y calcio, que tienen afinidad por diferentes 

sustratos de la matriz extracelular, tales como la colágena, la elastina, la fibronectina, la laminina y 

otros componentes que forman esta matriz.  
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Con excepción de la MMP-11, la mayoría de los miembros de esta familia son secretados como 

proenzimas, con una región de propéptido que tiene que ser catalizado para que la enzima ejerza su 

función. 

 

La familia de las MMPs se caracteriza por la presencia de dominios proteicos conservados: péptido 

señal cuya función es dirigir a la proteína hacia el lumen del retículo endoplásmico para ser 

exportada por la célula; el propéptido, de aproximadamente 100 residuos que puede ser catalizado 

durante el proceso de activación; el dominio catalítico que contiene el sitio activo que permite la 

unión a un ión de Zn2+ a través de tres residuos de histidina y una molécula de agua (Woessner y 

Nagase, 2000).  Todas las MMPs, con excepción de la MMP-7 y la MMP-26, contienen un dominio tipo  

hemopexina.  

 

 Las MMPs pueden variar por su peso molecular, estructura, afinidad a diferentes sustratos y por los 

mecanismos de regulación.  Al menos 20 miembros de la familia de las MMPs  han sido reportados y  

por su afinidad a diferentes sustratos se clasifican en:  

1. colagenasas intersticiales (MMP-1,-8,-13 y -18); 2. gelatinasas A y B (MMP-2 y -9); 3. 

estromelisinas (MMP-3, -10 y -11); 4. matrilisina o MMP-7; y 5. metaloproteasas de matriz 

extracelular de tipo membrana (MT-MMPs) (MMP-14, -15, -16 y -17).  Son sintetizadas por diferentes 

tipos celulares tales como los fibroblastos, el endotelio, las células epiteliales y las células inmunes 

como los macrófagos, los eosinófilos, los neutrófilos y los mastocitos.  

 

La actividad de las MMPs está regulada a nivel de la transcripción, activación de las proenzimas por 

un proceso post-transcripcional  y su inhibición en el espacio extracelular.  Estas enzimas pueden 

regular la homeostasis de diferentes tejidos por medio de los inhibidores tisulares específicos de 
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metaloproteasas (TIMPs). Los TIMPs son glicoproteínas estables con un peso molecular 

relativamente bajo (20-30 kDa) que contienen seis puentes disulfuro conservados. El mantener la 

estructura y la fuerza tensil de las membranas corioamnióticas implica que haya un equilibrio entre la 

síntesis y la degradación de los componentes de la matriz extracelular, por lo que es necesario que 

exista un equilibrio entre MMPs/TIMPs. Un desequilibrio entre MMPs y TIMPs puede llevar a una serie 

de estados patológicos como metástasis en el cáncer, esclerosis múltiple, artritis reumatoide entre 

otros (Nakatani y col, 2006). En el caso de las membranas fetales un desequilibrio entre proteasas e 

inhibidores podría tener como consecuencia la ruptura de membranas, ya sea en condiciones 

fisiológicas o bien patológicas. 

 

Estos inhibidores forman un complejo estequiométrico que impide la actividad proteolítica mediante 

la unión al dominio catalítico de las MMPs. Se han identificado al menos cuatro miembros de esta 

familia (TIMP-1,-2,-3,-4). TIMP-1 y -2 presentan un patrón de expresión inducible, mientras que 

TIMP-3 tiene un patrón constitutivo y el de TIMP-4 aún es poco claro.  

 

Gelatinasa B ó MMP-9 

La gelatinasa B (92kDa) ó también conocida como MMP-9, es sintetizada por un grupo selecto de 

células como los son los queratinocitos, monocitos, macrófagos, polimorfonucleares, células NK y por 

una amplia variedad de células malignas. La secreción de MMP-9 puede ser inducida por factores de 

crecimiento, factores tumorales, producto de oncogenes, productos virales, ésteres de forbol, 

citocinas y por moléculas fisiológicas como iones de metales y hormonas. La combinación de dos 

inductores como las citocinas y/o factores de crecimiento pueden estimula o inhibir la expresión de 

MMP-9 en un microambiente específico.  
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Por otro lado, la expresión de MMP-9 también puede ser modulada por interacciones célula-célula. 

Por ejemplo, las células T activadas son capaces de inducir la expresión de MMP-9 en monocitos y 

mastocitos mediante el contacto intercelular (Lacraz y col, 1994; Malik y col, 1996). Debido a que las 

gelatinasas tienen un papel importante en la degradación de la matriz extracelular, el contacto de las 

células con la matriz extracelular va a ser un punto clave para la expresión de estas enzimas. 

 

 

Estructura 

La MMP-9, es el miembro más complejo estructuralmente en comparación con otras MMPs. Su gene 

se localiza en el cromosoma 20 q12-13 del mapa génico humano.  Además de los dominios 

conservados en la familia de las MMPs, la MMP-9  y la MMP-2 (gelatinasa A) tienen un dominio de 

fibronectina compuesto por  tres repetidos insertados entre el sitio activo y el sitio de unión a Zn2+. 

Los repetidos de fibronectina en la familia de las gelatinasas tienen como función la unión a 

gelatinas, laminina y colágena de tipo I y IV (Allan y col, 1995). La MMP-9 tiene un dominio extra de 

unión a colágena tipo V.  El dominio tipo hemopexina en la MMP-9 es el responsable de la unión de 

los inhibidores tisulares de metaloproteasas (TIMPs).  

El estado de activación en el que se encuentra la MMP-9 es trascendente, cuando la MMP-9 se 

encuentra como proenzima se une con mayor afinidad a la colágena tipo I y a gelatina y con menor 

afinidad a colágena tipo IV, en comparación a la MMP-9 en estado activo (Allan y col, 1995).  

 

La MMP-9 puede ser secretada como una mezcla de monómeros y homodímeros dependiendo del 

tipo celular que la produce. Los neutrófilos secretan una forma específica de MMP-9, la cual es un 

complejo de MMP-9 asociada a lipocalina, denominada “neutrophil gelatinase B- associated lipocalin” 

(NGAL) (Kjeldsen y col, 1993). Existen dos cisteínas adicionales en la MMP-9 (Cys449 en el dominio de 
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unión a colágena tipo V y  Cys615 en el dominio tipo hemopexina) que  pueden ser las responsables 

de la homodimerización y heterodimerización.  

 

Activación  

La MMP-9 es sintetizada y secretada al ambiente extracelular en forma de proenzima, que es latente 

hasta que es activada mediante la eliminación de la región propéptido. El propéptido contiene una 

secuencia conservada (PRCGXPD), en donde la cisteína está coordinada con el ión de Zn2+. Cuando 

existe un cambio en esta conformación, por ejemplo, mediante la proteólisis del propéptido, hay un 

cambio conformacional dejando accesible el ión de Zn2+ a moléculas de agua y al sustrato; 

resultando en la activación de la enzima (Van Wart y Birkedal-Hansen, 1990).  

Diferentes proteasas son capaces de activar a la MMP-9, por ejemplo la familia de las proteasas de 

serina, las elastasas y las mismas MMPs.  Las dos proteínas más implicadas en la activación de las 

MMPs son: el plasminógeno (plasmina) y las MT-MMPs. Estas últimas pueden activar a otras MMPs, 

dando como resultado la activación de la MMP-9 (Cuzner y Opdenakker, 1999).  

 

Regulación 

Una vez que la MMP-9 es secretada y activada, su actividad catalítica puede ser regulada mediante 

su degradación o por su inhibición en el ambiente extracelular. La MMP-9 puede ser inhibida por la 

−2α macroglobulina, una proteína inhibidora universal y presente en el ser humano (Birkedal-Hansen 

y col, 1993). Sin embargo, los TIMPs tienen un papel importante en su regulación. La MMP-9 tanto 

en su forma latente o activa tiene la capacidad de unirse a varios tipos de TIMPs como TIMP-1 y -3. 

Sin embargo, el TIMP-1 se une con mayor afinidad a la gelatinasa B mediante la interacción entre el 

dominio N-terminal de TIMP-1 y el sitio activo de la enzima.   
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Otros mecanismos de regulación de la MMP-9 son menos entendidos, sin embargo, la glicosilación de 

la enzima puede tener un papel importante en ella. Estudios muestran que el ácido siálico de la MMP-

9 influye en la unión con TIMP-1 (Van den Steen y col, 2001). 

 

Métodos de detección 

El método más utilizado para la detección de la MMP-9 es el gel de sustrato o zimografía. El método 

se basa en la electroforesis de geles de poliacrilamida copolimerizados con gelatina, posteriormente 

incubados a 37°C durante la noche, lo que permite a la enzima degradar el sustrato copolimerizado. 

A continuación, los geles se tiñen con azul de Coomassie y las áreas de sustrato que fueron 

degradadas por la enzima aparecen como blancas sobre un fondo azul que contiene sustrato íntegro.  

Este método tiene la sensibilidad de microgramos y tiene la capacidad de diferenciar entre las dos 

gelatinasas, su estado de activación  y de dimerización basándose en su peso molecular. La 

cuantificación de su concentración es posible mediante densitometría.  

 

Existen otros métodos para la detección de MMP-9 como los basados en anticuerpos, como 

inmunoreactividad, inmunohistoquímica e inmunofluorescencia, también los ensayos de fluorescencia 

basados en sustratos fluorescentes y marcajes para citometría de flujo, entre otros.  

 

Funciones biológicas y fisiopatológicas de la MMP-9 

 

La MMP-9 participa en procesos biológicos como el desarrollo embrionario, crecimiento neural, 

remodelación ósea y la angiogénesis entre otros.  

El papel de la MMP-9 en diferentes condiciones patológicas se basa en su capacidad para provocar 

daño tisular. La falla de los mecanismos de regulación de su actividad puede llevar a la disminución o 
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a una excesiva producción de esta enzima y la subsecuente  restringida, extensiva o inadecuada  

degradación de la matriz extracelular. Algunos procesos patológicos donde la MMP-9 participa son: 

enfermedad cardiovascular, nefritis, enfermedades neurológicas, enfermedad periodontal, úlcera 

gástrica y córnea, enfisema y fibrosis en diferentes órganos, enfermedades autoinmunes e 

inflamación.  

 

Reproducción 

La MMP-9 está involucrada en el ciclo reproductivo de la mujer en diferentes etapas: el ciclo 

menstrual, la implantación, el trabajo de parto y la lactancia. Durante el embarazo temprano, el 

citotrofoblasto penetra el  epitelio uterino y su membrana basal e invaden el endometrio. Se ha 

demostrado que el citotrofoblasto humano, que tiene un fenotipo invasivo durante el primer 

trimestre de la gestación expresa MMP-9 (Fisher y col, 1991). Adicionalmente, la MMP-9 contribuye 

en el desprendimiento de la placenta de la pared uterina posterior al trabajo de parto (Shimamori y 

col, 1995); y posteriormente en la involución de las glándulas mamarias al término de la lactancia 

(Werb y col, 1996).  

 

La metaloproteasa más implicada en el evento del trabajo de parto es la MMP-9, la cual es capaz de 

degradar diferentes tipos de colágena y gelatinas. Sin embargo, con mayor eficiencia degrada a la 

colágena tipo IV, la cual está implicada en proporcionar soporte a las membranas corioamnióticas 

(Xu  y col, 2002).  Se ha demostrado que la concentración y la actividad de la MMP-9 se incrementa 

durante el trabajo de parto, lo que hace a esta enzima un marcador bioquímico de la degradación de 

las membranas corioamnióticas y un posible blanco de acción para inhibir el evento (Lei y col, 1999).  
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Transporte de moléculas  

 

Las MCA son tejidos que permiten el paso de moléculas a través de sus capas histológicas. Mediante 

estudios electrofisiológicos se ha demostrado que las membranas corioamnióticas son permeables y 

selectivas. (Hardy y col, 1989).  La difusión en las diferentes capas de las membranas fetales 

demuestra que existen rutas transcelulares para el transporte de solutos; las cuales pueden 

discriminar selectivamente moléculas tan pequeñas como el agua. Esta discriminación es mayor en el 

amnios que en el corion, lo que muestra que el amnios es una barrera más eficiente para la difusión 

de sustancias.  

 

 El epitelio amniótico está compuesto por una capa de células polarizadas separadas por espacios 

intercelulares, en comparación con el epitelio clásico. Las vías principales de transporte en el epitelio 

amniótico son la paracelular y la celular, en la última los solutos pueden cruzar la membrana celular. 

La ruta celular es importante para el intercambio de sustancias entre el medio exterior y el interior de 

la célula amniótica (Guiet-Bara y Bara, 1984). El modelo del amnios como una membrana permeable 

fue descrito por King (1985) donde se postula que la ruta paracelular es la principal vía de transporte 

de agua y solutos, y que la permeabilidad selectiva puede deberse a componentes de la matriz 

extracelular.  

 

 

Se ha demostrado que en el contexto de las MCA, las citocinas como la IL-1α , IL-1β , TNF-α  e IL-6 

transitan en dirección materno-fetal y fetal- materno. Este tránsito sucede desde las 4 horas de 

incubación y  de la misma manera en ambas direcciones (Kent y col, 1994).  
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JUSTIFICACIÓN 

 

Teniendo en cuenta que las MMPs pueden ser sintetizadas por diferentes tipos celulares, resulta 

complejo establecer su origen durante el trabajo de parto y la consecuente ruptura fisiológica y/o 

patológica de las membranas corioamnióticas. Sin embargo, se sabe que las células del epitelio 

amniótico, los trofoblastos y las células deciduales son capaces de producir MMP-9 en su forma de 

proenzima (Xu y col, 2002). Reciéntemente nuestro grupo ha demostrado que los  leucocitos que 

arriban al entorno de las MCA en el espacio decidual, son capaces de producir gran cantidad de esta 

enzima y su producción se modula al contacto con estos tejidos (Vadillo-Ortega y Estrada-Gutiérrez, 

2005).  

 

El trabajo de parto humano es un proceso que se caracteriza por contracciones uterinas 

sincronizadas a la dilatación del cérvix y la ruptura de las membranas fetales. La ruptura de estos 

tejidos implica la degradación del tejido conectivo que les brinda soporte, principalmente la capa 

compacta del amnios. El debilitamiento de la estructura de dichas membranas está mediado por la 

familia de las MMPs, en particular por la MMP-9.  La MMP-9 es sintetizada por diferentes tipos 

celulares que en su mayoría se localizan en el corion, el lado opuesto de la capa compacta. Por lo 

cual, es esperado que exista un mecanismo de tránsito transtisular para que la MMP-9 cruce desde la 

coriodecidua hasta las capas del amnios ricas en tejido conectivo, y provocar la ruptura de las 

membranas corioamnióticas durante el trabajo de parto.  
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HIPÓTESIS 

Existen mecanismos de translocación tisular específicos para la MMP-9, que permiten su paso 

selectivo desde la capa del corion, hasta las capas de tejido conectivo del amnios durante el trabajo 

de parto.  

 

 

OBJETIVO GENERAL 

Identificar la existencia de los mecanismos de translocación tisular de MMP-9 en el corioamnios 

humano emulando in vitro  las condiciones  del trabajo de parto e iniciar su caracterización funcional.  

 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Identificar la existencia de translocación de MMP-9 a través de los diferentes estratos 

histológicos de la membrana corioamniótica humana.  

2. Analizar la cinética de translocación transmembranal de la MMP-9 en la membrana 

corioamniótica emulando in vitro las condiciones  del trabajo de parto humano. 

3. Iniciar la caracterización de (los) mecanismo (s) que permiten la translocación de la MMP-9 en 

el corioamnios.  
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METODOLOGÍA 

 

Muestras Biológicas 

 

 Se utilizaron MCA obtenidas en la Unidad de Tococirugía del Instituto Nacional de Perinatología 

Isidro Espinosa de los Reyes (INPerIER). Todas las membranas provinieron de mujeres que 

resolvieron su embarazo a término (37 a 40 semanas de gestación) por cesárea sin indicios de 

trabajo de parto o bien de mujeres que resolvieron su embarazo con trabajo de parto; sin evidencias 

de infección por cultivo microbiológico. Las membranas se cortaron cerca del sitio de unión a la 

placenta y se transportaron al laboratorio en medio DMEM con 1% de antibiótico-antimicótico. En 

condiciones de esterilidad se lavaron con solución salina fisiológica y se procesaron de acuerdo a la 

metodología específica. 
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Marcaje de MMP-9 y albúmina con isotiocianato de fluoresceína (FITC) 

 

Para poder evaluar el paso de la MMP-9 en el tejido corioamniótico se decidió incluir a la metodología 

de pulso/caza, utilizando la enzima marcada con isotiocianato de fluoresceína mediante la siguiente 

metodología:  

a. Se colocó MMP-9 recombinante humana (48.0 ng/1.5ml) y albúmina (1g/4ml) en diálisis con 

amortiguador de boratos (ácido bórico 0.05M, NaCl 0.2M, pH 9.2, 4°C), utilizando una membrana 

Spectrum® (Spectra/Por® 4MWCO, 12,000kDa).  

b.  Se resuspendió FITC (Sigma)  en DMSO (5mg/1ml). 

c.  Se dejó incubar 48.0 ng de MMP-9 dializada con 100 Lμ de FITC/DMSO  y 2.5 mg de albúmina  

dializada con 200 Lμ  de FITC/DMSO por dos horas a temperatura ambiente.  

d.  Se removió la FITC no conjugada mediante ultrafiltración (Microcon YM-50, Milipore® 42415), los 

cuales dejan pasar todo aquello menor a 50,000 kDa. Se fue agregando el conjugado en pequeños 

volúmenes y se centrifugó a 10,000 rpm por  5 min a 4°C. 

e.  Se lavó la muestra con PBS hasta obtener un eluido claro. 

f.   Se obtuvieron 220 Lμ  de MMP-9/FITC (48ng) y 500 Lμ  de albúmina/FITC (2.5mg). 

g.  Se realizó una electroforesis en geles de acrilamida al 8% con SDS  (SDS PAGE). Los geles se 

observaron en un analizador de imágenes con luminiscencia (Typhoon /Fluorecein 560). 

Posteriormente se hizo una tinción con azul de Coomasie.  
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Modelo de cultivo de membranas corioamnióticas con MMP-9/FITC ó 
ALB/FITC 
 
 
Para evaluar el tránsito de la MMP-9 sobre las membranas fetales se utilizó la metodología de 

pulso/caza mediante un modelo in vitro que permitió colocar a la MMP-9 conjugada con FITC en 

contacto directo con las membranas y seguir su paso a través de éstas (Anexos: diagrama 1 y 2). 

a. Se realizaron explantes de MCA a término (37-40 SDG)  sin trabajo de parto, con indicación de 

resolución del embarazo por vía cesárea y sin evidencia de infección. Por otro lado se realizaron 

explantes de MCA a término (37-40 SDG) con trabajo de parto y sin evidencia de infección. 

b. Los explantes se montaron en  el modelo de “Transwell®", colocando el corion hacia la parte 

interna y el amnios hacia la parte externa, permitiendo un análisis que reproduce la situación 

anatómica de las membranas corioamnióticas. 

c. Los explantes de las MCA montados en “Transwell” se colocaron en DMEM con 10% SFB por  

24 horas. 

d. Se cambió el medio de cultivo por DMEM con 1% HLA por 24 horas. 

e. Se adicionó en la parte interna (corion) MMP-9/FITC (0.436ng) ó Alb/FITC (0.5 ng) a los 

explantes de MCA montados en Transwell®. Se dejaron incubar desde 30 minutos hasta 24 horas. 

f. A los tiempos establecidos se realizaron lavados a los explantes de la siguiente manera: 3 lavados 

con DMEM 1% HLA por 5 minutos a temperatura ambiente en agitación, 1 lavado con PBS por 5 

minutos a temperatura ambiente en agitación. 

g. Al término de los lavados se incluyeron en Tissue Tek® y se colocaron a -70°C hasta su 

utilización. 

h. Posteriormente se realizaron cortes histológicos de 10 mμ  en  criostato.  

i. Se montaron en medio de montaje  “Vectashield®”  que contiene DAPI. 
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j. Se observaron por microscopía confocal; utilizando un microscopio LSM 510 META ZEISS. Las 

condiciones de la toma de micrografías fue la siguiente: Scan Mode: plane, Scan Zoom: 1, Objetivo: 

20x, Pinhole: Ch2-1 146/ Ch2 -2 174, Filtros: Ch2-1 BP 420-480/Ch2-2 BP 505-570 IR, Láser: 405 nm 

10%/ 488 nm 10%. 

 

Extractos de membrana corioamniótica cultivada con MMP-9/FITC 

 

Con el fin de comprobar el estado de la MMP-9 dentro del modelo in vitro se llevaron a cabo 

extractos de los tejidos fetales que estuvieron en contacto directo con la MMP-9 que se les adicionó 

utilizando la siguiente metodología:  

a. Se realizaron explantes de MCA a término con trabajo de parto y sin evidencia de infección. 

b. Se llevó a cabo el modelo de cultivo de MCA con trabajo de parto incubada con MMP-9/FITC 

anteriormente descrito. 

c. Al término del cultivo se desmontaron los explantes. Se separó manualmente el amnios y el 

corion de cada explante, obteniendo 4 muestras: amnios y corion sin MMP-9/FITC, amnios y corion 

con MMP-9/FITC. 

d. A cada muestra se le adicionó 150 Lμ de amortiguador (1% Tritón X100, Tris 0.5 M, CaCl2 20 mM, 

pH 7.4). 

e. Se realizaron 2 ciclos de congelación/descongelación (-70°C/Temp. ambiente) a todas las 

muestras, con el fin de extraer de cada parte de la membrana la MMP-9/FITC que se les adicionó. No 

se realizo fragmentación u homogeneización de las MCA. 

f. Se realizó  SDS PAGE al 8% de los extractos. 

g. Los geles obtenidos se analizaron en un escáner para muestras con luminiscencia (Typhoon, 

Láser de excitación 488nm). 
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Cultivo de amnios con MMP-9/FITC 

 

Para iniciar la caracterización del mecanismo (s) que permite el paso de la MMP-9 al interior del 

epitelio amniótico  se  recurrió a la siguiente metodología:  

a. Se realizaron explantes de MCA a término con trabajo de parto. 

b. Se separó físicamente el amnios del corion. 

c. Se montó el amnios en  el modelo de “Transwell®”. Se incubaron con MMP-9/FITC como se 

describe anteriormente. Los tiempos de incubación del amnios con MMP-9/FITC fueron de 24 

horas. 

d. Por otro lado se colocó el amnios sin el modelo de “Transwell®”. Se incubaron con MMP-9/FITC 

como se describe anteriormente. Los tiempos de incubación fueron de 3 horas, 6 horas y 12 horas. 

e. Al término del modelo de cultivo, todas las muestras se incluyeron en “Tissue Tek®” y se 

colocaron a -70°C hasta su utilización.  

f. Se realizaron cortes histológicos de 10 mμ  en  criostato de cada muestra. 

g. Se montaron en medio de montaje Vectashield®  que contiene DAPI. 

h. Se observaron por microscopía confocal. 
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Cultivo de amnios con tratamiento de tripsina/EDTA 

 

Para caracterizar si el mecanismo que emplea el epitelio amniótico para permitir el paso de la MMP-9 

al ambiente citoplasmático involucra receptores de membrana, se empleó la siguiente metodología: 

a. Se obtuvo MCA con trabajo de parto, a término y sin infección. 

b. Se separó el amnios y el corion. Se realizaron explantes de aproximadamente 1 cm2 de amnios y 

se colocaron en DMEM 1% HLA. 

c. Se adicionó tripsina/EDTA 1x (100 lμ ) a cada explante de amnios y se agitó manualmente por 1, 

2, 3 y 5 minutos. 

d. Al término del tratamiento con tripsina/EDTA se agregó 1ml de solución de HANK´s (Gibco BRL)  

con 20% de suero fetal bovino. 

e. Se realizaron 3 lavados con DMEM 1% HLA a todos los explantes. 

f. Los explantes se incubaron con MMP-9/FITC como se describe anteriormente por 3 horas  y 6 

horas. 

g. Al término de la incubación con MMP-9/FITC, los explantes de incluyeron en “Tissue Tek®” y se 

congelaron a -70°C hasta su utilización. 

h. Se realizaron cortes histológicos de 10 mμ  en  criostato de cada muestra. 

i. Se montaron en medio de montaje Vectashield®  que contiene DAPI. 

j.  Se observaron por microscopía confocal. 
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RESULTADOS  

 

En este proyecto se propuso documentar la existencia e iniciar la caracterización del (los) probable 

(s) mecanismo(s) de tránsito transmembranal que requiere la MMP-9, para atravesar desde la 

coriodecidua donde es sintetizada hasta las capas del amnios, donde reside la mayor parte de la 

fuerza mecánica del tejido rico en tejido conectivo. 

Se estandarizó un modelo in vitro que reproduce la situación anatómica de las membranas 

corioamnióticas. El modelo consistió en colocar a la MMP-9 conjugada con fluoresceína en el lado del 

corion, para documentar su paso al amnios  y seguir su tránsito a través de los diferentes estratos de 

estos tejidos. 

 

La MMP-9/FITC que se adicionó en el corion de las MCA provenientes de mujeres con trabajo de 

parto y sin trabajo de parto se incorporó gradualmente en los distintos estratos del tejido, desde el 

corion hasta el amnios conforme aumentaba el tiempo de incubación. A los 30 minutos de incubación 

la MMP-9/FITC se localizó específicamente en la decidua. A la hora la MMP-9 se  localizó en el corion 

y se comenzó a visualizar en el amnios. A partir de ésta último y hasta las 24 horas la MMP-9/FITC 

se localizó tanto en el corion y en el amnios.  Esto indicó que hubo tránsito tisular de la MMP-9/FITC 

a través de las diferentes capas del tejido fetal (n=10). El paso intratisular de la MMP-9 desde el 

corion hacia el amnios fue directamente proporcional al tiempo de incubación. (Figuras 6A-C). En el 

caso de la albúmina/FITC, no hubo evidencia de translocación tisular a ningún tiempo de incubación 

ya que siempre se observó en el corion. Tampoco existieron diferencias de su comportamiento en 

ningún grupo de MCA (Figuras 7A-C). 
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La MMP-9/FITC que fue incubada por 12 horas y 24 horas se localizó en el corion y evidentemente 

en el amnios de las MCA sin importar su condición. Por lo que se utilizó los tiempos de incubación de 

12 horas y 24 horas como los representativos para demostrar la translocación de MMP-9 en las MCA 

(Figuras 6-9).   

 

Se identificaron diferencias en el tránsito de la MMP-9/FITC a través de las membranas provenientes 

de mujeres con trabajo de parto y sin trabajo de parto.  En las MCA provenientes de mujeres sin 

trabajo de parto la MMP-9/FITC posterior a 24 horas de incubación se localizó en mayor proporción 

tanto afuera como adentro de las células del corion y en menor proporción en las células del amnios. 

(Figura 8). En contraste, las MCA provenientes de mujeres con trabajo de parto la MMP-9 posterior a 

24 horas de incubación se localizó principalmente en el interior de las células del corion y del amnios 

(Figura 9). No se observaron diferencias en el comportamiento de la albúmina/FITC cuando se 

incubó con MCA provenientes de ambos grupos. 

 

Una vez identificado el paso transtisular de la MMP-9/FITC a través de  las MCA se realizó la 

reconstruir tridimensionalmente de estos tejidos. La reconstrucción tridimensional de las MCA 

provenientes de mujeres con trabajo de parto e incubadas por 24 horas con MMP-9/FITC mostró que 

esta enzima se localizó en las células del corion, así como en el citoplasma celular del amniocito 

(Figura 10).   

 

Se corroboró la localización de la MMP-9/FITC en interior del amnios por medio del cultivo de amnios 

de  MCA proveniente de mujer con trabajo de parto.  Se confirmó que  la MMP-9/FITC es capaz de 

incorporarse dentro del ambiente citoplásmico del epitelio amniótico. Por otro lado, la albúmina/FITC 

no se localizó dentro el epitelio amniótico (Figura 11). 
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Figura 6-A.  Cinética de la translocación tisular de la MMP-9 a través de la MCA sin trabajo de parto. 
Los colores corresponden a las señales fluorescentes de: azul, DAPI (núcleos celulares); verde MMP-9/FITC. Aumento 20x, Barra 20

mμ .   

A. MCA incubada sin MMP-9.                                               B. MCA incubada con MMP-9/FITC por 30 min.                                                
C. MCA incubada con MMP-9/FITC por 1 hora.                         
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Figura 6-B.  Continuación de la cinética de la translocación tisular de la MMP-9 a través de la MCA sin 
trabajo de parto.  
Los colores corresponden a las señales fluorescentes de: azul, DAPI (núcleos celulares); verde MMP-9/FITC.  Aumento 
20x, Barra 20 mμ . 
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D. MCA incubada con MMP-9/FITC  por 2 horas. 
E. MCA incubada con MMP-9/FITC por 3 horas.  
F. MCA incubada con MMP-9/FITC por  6 horas.   
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Figura 6-C.  Continuación de la cinética de la translocación tisular de la MMP-9 a través de la MCA sin 
trabajo de parto.  
Los colores corresponden a las señales fluorescentes de: azul, DAPI (núcleos celulares); verde MMP-9/FITC.  Aumento 
20x, Barra 20 mμ . 
G. MCA incubada con MMP-9/FITC por 12 horas.   
H. MCA incubada con MMP-9/FITC por 24 horas.   
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Figura 7-A. Cinética de la translocación tisular de la albúmina a través de la MCA sin trabajo de parto.  Los 
colores corresponden a las señales fluorescentes de: azul, DAPI (núcleos celulares); verde ALBÚMINA/FITC. Aumento 
20x, Barra 20 mμ . 
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A. MCA incubada sin ALB/FITC.                      
B. MCA incubada con ALB/FITC por 30 min.  
C. MCA incubada con ALB/FITC por 1 hora.      
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Figura 7-B.  Continuación de la cinética de la translocación tisular de la albúmina a través de la MCA sin 
trabajo de parto.  
Los colores corresponden a las señales fluorescentes de: azul, DAPI (núcleos celulares); verde ALBÚMINA/FITC. Aumento 
20x, Barra 20 mμ . 
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D. MCA incubada con ALB/FITC por  2 horas.  
E. MCA incubada con ALB/FITC por 3 horas.  
F. MCA incubada con ALB/FITC por 6 horas.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 7-C.  Continuación de la cinética de la translocación tisular de la albúmina a través de la MCA  
sin trabajo de parto.  
Los colores corresponden a las señales fluorescentes de: azul, DAPI (núcleos celulares); verde ALBÚMINA/FITC. Aumento 
20x, Barra 20 mμ . 
G. MCA incubada con ALB/FITC por 12 horas. 
H. MCA incubada con ALB/FITC por 24 horas.   
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Figura 8. Translocación tisular de la MMP-9 en MCA sin trabajo de parto incubada por 24 horas.  
Los colores corresponden a las señales fluorescentes de: azul, DAPI (núcleos celulares); verde, Albúmina/FITC y MMP-
9/FITC respectivamente. Aumento 20x, Barra 20 mμ . 
A. MCA incubada con MMP-9/FITC por 24 horas.  
B. MCA incubada con ALB/FITC por 24 horas.   
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Figura 9. Translocación tisular de la MMP-9 en MCA con trabajo de parto incubada por 24 horas.  
Los colores corresponden a las señales fluorescentes de: azul, DAPI (núcleos celulares); verde, Albúmina/FITC y MMP-
9/FITC respectivamente. Aumento 20x, Barra 20 mμ . 
A. MCA incubada con MMP-9/FITC por 24 horas. 
B. MCA incubada con ALB/FITC por 24 horas.   
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Figura 10. Análisis de la MCA con trabajo incubada por 24 horas con MMP-9/FITC.  
Los colores corresponden a las señales fluorescentes de: azul, DAPI (núcleos celulares); verde, MMP-9/FITC.   
A. MCA incubada con MMP-9/FITC por 24 horas. Aumento 20x, Barra 20 mμ . 
B.  Acercamiento de amnios del campo A.  Aumento 40x, Barra 20 mμ . 
C. Reconstrucción tridimensional del mismo campo.   
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Figura 11. Localización de la MMP-9 en el epitelio amniótico proveniente de MCA con trabajo de  parto. Los 
colores corresponden a las señales fluorescentes de: azul, DAPI (núcleos celulares); verde, MMP-9/FITC y ALB/FITC.   
A. Amnios incubado con MMP-9/FITC por 24 horas.   
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B. Amnios incubado con ALB/FITC por 24 horas.  Aumento 20X, Barra 20 mμ . 
C. Reconstrucción tridimensional de amnios incubado con MMP-9/FITC por 24 horas. Aumento 40X 
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Una vez identificado el paso transtisular de la MMP-9/FITC y su localización en el epitelio amniótico, 

fue necesario documentar que la proteína fluorescente identificada, en realidad correspondía a la 

MMP-9 y contar con algún tipo de evidencia directa de su presencia en el amnios, posterior a su 

incubación. Para documentar lo anterior, se realizaron extractos de las MCA incubadas con MMP-

9/FITC por 24 horas y se realizó electroforesis de estos extractos en geles de poliacrilamida al 8% 

con SDS (n=4). La electroforesis mostró que la MMP-9/FITC está presente en el extracto de corion y 

del amnios; lo que confirma  que existe el paso transtisular de esta proteasa.  Por otro lado, la MMP-

9/FITC que atraviesa la MCA se encuentra formando un complejo de alto peso molecular  tanto en el 

corion como en el amnios ya que se observaron bandas de un peso molecular de aproximadamente 

de 200 kDa (Figura 12). 

 

 
Figura 12. Identificación de MMP-9/FITC en extractos proteicos de MCA con trabajo de parto incubada 
con MMP-9/FITC por 24 horas. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 8% con SDS.  
Carril 1: Marcador de peso molecular. Tinción con Azul de Coomasie. 
Carril 2: Control: corion incubado  sin MMP-9/FITC. Tinción con Azul de Coomasie. 
Carril 3: Corion incubado con MMP-9/FITC.  Tinción con Azul de Coomasie. 
Carril 4: Corion Incubado con MMP-9/FITC. Iimagen con analizador de luminiscencia Typhoon Láser 488nm. 
Carril 5: Control: amnios incubado sin MMP-9/FITC. Tinción con Azul de Coomasie. 
Carril 6: Amnios incubado con MMP-9/FITC. Tinción con Azul de Coomasie. 
Carril 7: Amnios incubado con MMP-9/FITC.  Imagen con analizador de luminiscencia Typhoon Láser 488nm.  
Carril 8: Patrón de corrimiento de MMP-9/FITC. Imagen con analizador de luminiscencia Typhoon Láser 488nm.  
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Conociendo la existencia del paso transtisular de la MMP-9/FITC desde el corion hacia el amnios, su 

localización dentro de las células del amnios, y la formación de un complejo de alto peso molecular, 

se  estandarizó un modelo in vitro  para el inicio de la caracterización del  posible mecanismo (s) que 

puede tener el epitelio amniótico para incorporar a la MMP-9/FITC.  

 

Se incubaron explantes de amnios provenientes de mujeres sin trabajo de parto con la MMP-9/FITC 

por tiempos cortos (0h, 3h, 6h y 12h) (n=3). Se observó que a partir de las 3 horas la MMP-9/FITC 

comenzó a localizarse dentro del epitelio amniótico, sin embargo, es desde las 6 horas hasta las 12 

horas de incubación cuando la incorporación de MMP-9/FITC dentro del amniocito es aparentemente 

mayor. Se establecieron los tiempos de incubación por 3 horas y 6 horas como los tiempos ideales 

para la caracterización del posible mecanismo(s)  responsable del paso de la MMP-9 al ambiente 

citoplasmático de éstos (Figura 13).   
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Figura 13. Cinética del paso de la MMP-9 hacia en interior del epitelio amniótico proveniente de MCA sin 
trabajo de parto. Los colores corresponden a las señales fluorescentes de: azul, DAPI (núcleos celulares); verde, MMP-
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9/FITC  A. Amnios incubado con MMP-9 por 0 horas (control).  B. Amnios incubado con MMP-9/FITC por 3 horas.  C. 
Amnios incubado con MMP-9/FITC por 6 horas. D. Amnios incubado con MMP-9/FITC por 12 horas. Aumento 20X  
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Se evaluó un modelo in vitro  para analizar  el paso de la MMP-9/FITC al interior del amniocito (n=2) 

y en una primera fase, se exploró la posible participación de receptores membranales involucrados 

en su paso selectivo. Se incubaron explantes de amnios provenientes de mujeres con trabajo de 

parto y se trataron con tripsina/EDTA por diferentes tiempos (1, 2, 3, y 5 minutos) con el fin de 

eliminar temporalmente estructuras de superficie celular que pudieran estar involucradas con el paso 

de la MMP-9/FITC al interior del epitelio amniótico y posteriormente se agregó un pulso de MMP-

9/FITC.  

 

Se observó que el epitelio amniótico que fue tratado con tripsina/EDTA uno y dos minutos e 

incubado por 3 horas en contacto directo con  la MMP-9/FITC,  no mostró disminución aparente en la 

incorporación de MMP-9 dentro de él. Sin embargo,  el epitelio amniótico que fue tratado por 3 

minutos y 5 minutos con tripsina/EDTA y posteriormente incubado por 3 horas mostró  una gran 

disminución en la incorporación de la MMP-9/FITC. Se observó que con 5 minutos de tratamiento con 

tripsina/EDTA se eliminó completamente la incorporación de MMP-9 dentro del epitelio amniótico 

(Figura 14).  

 

Por otro lado, se observó el mismo fenómeno en el epitelio amniótico que fue tratado con 

tripsina/EDTA e incubado por 6 horas con el pulso de MMP-9/FITC. El epitelio amniótico que fue  

tratado uno y dos minutos con tripsina/EDTA no mostró una disminución aparente en la 

incorporación de MMP-9 dentro de éste. Sin embargo, el epitelio que fue tratado 3 y 5 minutos con 

tripsina/EDTA muestra una disminución evidente en la incorporación de MMP-9/FITC (Figura 15).  
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Figura 14. Inhibición con tripsina/EDTA de la incorporación  de MMP-9 en el  amnios después de   
 3 horas de cultivo. La membrana amniótica se trató a diferentes tiempos con tripsina/EDTA, antes de cultivarla con 
MMP-9/FITC. Los colores corresponden a las señales fluorescentes de: verde, MMP-9/FITC.  Aumento 20X. 
A. Amnios sin tratamiento con tripsina/EDTA (control).   
B. Amnios tratado con tripsina/EDTA por 1 min.  
C. Amnios tratado con tripsina/EDTA por 2 min.   
D. Amnios tratado con tripsina/EDTA por 3 min. 
E. Amnios tratado con tripsina/EDTA por 5 min.   
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Figura 15. Inhibición con tripsina/EDTA de la incorporación  de MMP-9 en el  amnios después de    
 6 horas de cultivo. La membrana amniótica se trató a diferentes tiempos con tripsina/EDTA, antes de cultivarla con 
MMP-9/FITC. Los colores corresponden a las señales fluorescentes de: verde, MMP-9/FITC.  Aumento 20X. 
A. Amnios sin tratamiento con tripsina/EDTA (control).   
B. Amnios tratado con tripsina /EDTA por 1 min.   
C. Amnios tratado con tripsina/EDTA por 2 min. 
D. Amnios tratado con tripsina/EDTA por 3 min. 
E. Amnios tratado con tripsina/EDTA por 5 min. 
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DISCUSIÓN 

Las membranas corioamnióticas delimitan el ambiente del feto y le permiten su desarrollo durante la 

gestación. Estas estructuras, son tejidos multilaminares integrados por dos principales capas: el 

amnios y el corion. Ambas capas histológicas, están formadas en su mayor parte por tejido 

conectivo, cuya matriz incluye a diferentes tipos de colágena incluyendo los tipos I, III, IV, V y VI  

(Xu y col, 2002; Lei y col, 1999; Parry  y Straus, 1998). La colágena en las membranas 

corioamnióticas provee el soporte estructural y la fuerza tensil al tejido, lo que permite que soporten 

la presión intramniótica a lo largo de la gestación. El principal esqueleto de las membranas fetales es 

la capa compacta del amnios, ya que en esta zona reside el 75% de la fuerza tensil y mecánica 

durante el desarrollo fetal. La capa compacta está compuesta exclusivamente por un arreglo de 

fibras de colágena de tipo I y III, que forman uniones paralelas las cuales son estabilizadas por fibras 

de colágena tipo V y VI, lo que le proporciona una estructura organizada y con mayor fuerza (Vadillo-

Ortega y Estrada-Gutiérrez, 2005). 

 

Al final del desarrollo gestacional el útero se contrae, el cérvix se dilata y las membranas 

corioamnióticas se rompen dando como resultado la expulsión del feto. A esta serie de eventos 

sincronizados se le denomina trabajo de parto y sucede entre las 37 y 40 semanas de gestación 

(Bryant-Greenwood y Millar, 2000; Garfield y Maner, 2007). 

  

Durante la fase tardía del trabajo de parto normal se favorece la ruptura de las membranas 

corioamnióticas, que generalmente coincide con la dilatación avanzada del cuello uterino. La ruptura 

fisiológica de las membranas corioamnióticas implica un proceso de debilitamiento estructural de la 

matriz extracelular del tejido fetal. Las metaloproteasas de matriz extracelular  una familia de 

enzimas que tienen como sustrato a los distintos componentes las membranas fetales, participan 
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activamente en  la degradación de las membranas corioamnióticas al  momento del trabajo de parto 

(Van den Steen y col, 2002).  

Se ha postulado que diferentes estímulos que afectan a las poblaciones celulares de las membranas, 

desencadenan la secreción de estas enzimas, que inician la degradación de la matriz extracelular y 

con ello se pierde la estructura lo que favorece la ruptura de las membranas fetales. El mecanismo 

propuesto para explicar la ruptura de estos tejidos consiste en el ataque enzimático a las capas 

histológicas ricas en tejido conectivo, en específico a la capa compacta del amnios, llevando a la 

pérdida de la estructura lo que disminuye de su resistencia lo que eventualmente aparece como la  

ruptura de las membranas corioamnióticas (Estrada-Gutiérrez G y col, 2005).  

 

Estudios previos mostraron que la MMP-9 es la metaloproteasas de matriz  más relacionada al 

trabajo de parto, ya que se incrementa su expresión y actividad en las membranas corioamnióticas 

hacia el final de la gestación. Un incremento en la cantidad y la actividad de la MMP-9 está asociado 

a la ruptura de las membranas corioamnióticas tanto en condiciones fisiológicas como patológicas 

(Lei y col, 1996; Parry and Strauss, 1998; Vadillo-Ortega y col, 1995).  La MMP-9 es sintetizada por 

diferentes tipos celulares que en su mayoría se localizan en el corion, el lado opuesto de la capa 

compacta. Por lo cual, es esperable que exista un mecanismo de tránsito transmembranal para que 

la MMP-9 pueda cruzar desde la coriodecidua hasta las capas del amnios ricas en tejido conectivo, y 

así provocar el debilitamiento estructural de las membranas fetales durante el trabajo de parto.  

 

Se ha documentado que las membranas corioamnióticas son tejidos que permiten el paso de 

moléculas desde el compartimiento amniótico, hasta la circulación sanguínea local. Los estudios 

centrados en el análisis del transporte de compuestos en esta zona, han podido demostrar que el 

paso de compuestos pequeños se realiza por difusión simple que hace suponer la existencia de  rutas 
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transmembranales  para el transporte de solutos de bajo peso molecular (Hardy y col, 1989; Guiet-

Bara y Bara, 1984; King, 1985). 

 

En este trabajo diseñamos y estandarizamos un modelo in vitro en el que aplicamos  la metodología 

de pulso/caza, utilizando a la MMP-9 conjugada con isotiocianato de fluoresceína y posteriormente 

colocándola del lado del corion del tejido fetal con el fin de analizar su cinética de paso a través de 

los diferentes estratos del tejido. Con esta metodología  se identificó el paso transmembranal de la 

MMP-9 desde el corion hasta el amnios. El tiempo que transcurrió desde que se adicionó la MMP-9 

hasta aparecer en el extremo opuesto de las membranas y el cruce ordenado a través de los 

diferentes estratos de las membranas y su localización específica en ciertas regiones del amnios, 

permite suponer que se trata de un mecanismo de transporte específico.  

 

La metodología empleada demostró que la MMP-9 que se adicionó del lado del corion de las 

membranas, se incorporó gradualmente conforme aumentaba el tiempo de incubación en las 

diferentes capas histológicas hasta arribar al amnios. Este tránsito fue evidente desde la primera 

hora hasta las 24 horas de incubación tanto en membranas provenientes de mujeres que tuvieron 

trabajo de parto y MCA de mujeres sin trabajo de parto. A las 24 horas de incubación se observó 

mayor incorporación de la MMP-9 en ambos grupos de membranas.  

 

Se observaron diferencias en la translocación intratisular de la MMP-9 entre membranas provenientes 

de mujeres con y sin trabajo de parto, siendo en las primeras más evidente sin considerar los 

distintos tiempos de incubación. Por lo que se puede interpretar que el tránsito tisular de la esta 

proteasa es más eficiente en el tejido que proviene de mujeres con trabajo de parto siendo un 

mecanismo para favorecer la ruptura de los tejidos fetales al momento del trabajo de parto.  
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Al hacer una comparación entre la incorporación de la MMP-9 en los diferentes estratos de las MCA 

provenientes de mujeres con y sin trabajo de parto, se observó que en las MCA que tuvieron trabajo 

de parto la MMP-9 se localiza principalmente en el interior de las células del corion y en el interior de 

las células del amnios. En contraste con las membranas que no tuvieron trabajo de parto, la MMP-9 

se situó afuera y adentro de las células del corion y en menor proporción en las células del amnios. 

Estas diferencias pueden deberse a que las membranas con trabajo de parto son tejidos presentan 

cambios funcionales ligados al desarrollo del trabajo de parto, aunque aún no conocemos ninguno de 

estos detalles. Adicionalmente cambios bioquímicos como la activación de enzimas colagenolíticas 

(Estrada-Gutierrez G, 2005), mayor flujo de calcio extracelular proveniente del endometrio, el 

incremento en la producción de prostaglandinas (Prostaglandina E2) en el amnios y otros mediadores 

de la inflamación como la prostaglandina deshidrogenasa (PGDH) y la hormona liberadora de 

corticotropina (CRH) en el corion son alteraciones que facilitan la ruptura de las membranas 

corioamnióticas durante el trabajo de parto (Smith R, 2007).  

 

La existencia del paso transtisular de la MMP-9 a través de la organización estructural del tejido 

conectivo que brinda soporte a las membranas corioamnióticas, obligó al análisis de su especificidad. 

Para ello se utilizó a la albúmina conjugada con FITC como un control negativo. La albúmina es una 

proteína de menor peso molecular (60 kDa) que la MMP-9 (92 kDa), con estructura globular y 

abundante en el ser humano. La albúmina mostró no tener paso a través de los diferentes estratos 

de las MCA. Tampoco existieron diferencias en el comportamiento de la albúmina en membranas 

provenientes de mujeres con y sin trabajo de parto; lo que hace al tránsito tisular específico para 

MMPs.  
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Estudios de inmunolocalización han descrito que tanto células del corion como el epitelio amniótico 

son capaces de secretar MMP-9 durante el trabajo de parto, sin embargo, la metodología utilizada 

por otros autores solo detecta a la MMP-9 que se encuentra localizada en un  sitio específico y no es 

capaz de distinguir si es enzima producida en forma local ó de otro origen. Al analizar el movimiento 

de la MMP-9 a través de las membranas corioamnióticas durante tiempos específicos sugieren la 

existencia de un paso tisular gradual y progresivo de esta enzima que puede tener un papel 

trascendental en la ruptura de las membranas fetales. 

 

La MMP-9 que se translocó en las membranas corioamnióticas se encontró como homodímero o 

heterodímero con un peso molecular de aproximadamente 200 kDa. Esta forma estructural de la 

MMP-9 ha sido descrita por otros autores, y corresponde a una forma funcional activa. 

 

La caracterización del tránsito transtisular de la MMP-9 mostró que la enzima al arribar al tejido 

amniótico es capaz de introducirse al epitelio amniótico; localizándose en el ambiente citoplasmático 

de éste y no necesariamente en la matriz extracelular como se ha propuesto anteriormente. El 

depósito de la MMP-9 en el citoplasma celular del amniocito puede ser un mecanismo de almacenaje 

para la liberación oportuna para la degradación del tejido conectivo que brinda soporte a la 

membrana corioamniótica, permitiendo así la ruptura de ésta durante el trabajo de parto.  

 

Por otro lado, se inició la descripción del probable mecanismo por el cuál el epitelio amniótico está 

almacenando a la MMP-9. Al eliminar temporalmente las estructuras de la superficie celular del 

amniocito, se observó una importante disminución en su almacenamiento. Por lo que se puede inferir 

que mecanismo por el cual las células del epitelio amniótico pudieran estar incorporando la MMP-9 
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que se ha translocado desde el corion hasta este epitelio, podría estar mediado por transportadores 

localizados en  la superficie celular del epitelio amniótico (Figura 16). 

 

Figura 16. Modelo propuesto de translocación tisular de la MMP-9 en las membranas corioamnióticas 
humanas. L= leucocitos, MMP-9 = azul. Las células coriodeciduales, epiteliales y las inmunológicas infiltradas 
producen MMP-9 en diferente concentración. Sin embargo, las células que la producen en mayor proporción se localizan 
en la coriodecidua por lo que la MMP-9 existe un mecanismo por el cual cruza desde la coriodecidua hasta el amnios 
donde se localiza su principal sustrato. Una vez en el amnios, la MMP-9 es capaz de incorporarse dentro del epitelio 
amniótico mediante estructuras de superficie de membrana de dicho epitelio. 
 
La comprensión adecuada de los mecanismos que operan bajo condiciones normales para desencadenar la ruptura de las 
membranas corioamnióticas es indispensable para entender la patología de la ruptura prematura de membranas. Por lo 
que los resultados obtenidos en este trabajo llevan a deducir la existencia de un mecanismo específico de translocación 
tisular para MMP-9, que regula selectivamente su paso a través de las capas histológicas del corioamnios, su deposito en 
el compartimento cercano a su sitio de acción y su probable latencia consecuente participando selectivamente en la 
ruptura de las membranas corioamnióticas en condiciones del trabajo de parto normal. Este trabajo aporta información 
en el entendimiento de los probables mecanismos mediante los cuales las MMPs pudieran estar realizando o regulando su 
función y permite la mejor comprensión del proceso de la ruptura de las membranas corioamnióticas.  
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CONCLUSIONES 

 

•  Mediante un modelo in vitro, se identificó  la translocación tisular de la MMP-9 dentro 

de los diferentes estratos histológicos de las MCA. Este proceso se lleva a cabo desde 

las la primera hora hasta las 24 horas de incubación. 

 

• En MCA  que provinieron de mujeres sin trabajo de parto, la MMP-9 se localiza 

principalmente en el interior de las células del corion y en el interior de las células del 

amnios.  

 

• En MCA que no tuvieron trabajo de parto, la MMP-9 se situó afuera y adentro de las 

células del corion y en menor proporción en las células del amnios. 

 

• Es posible extraer MMP-9 en estado nativo de los tejidos en el que se translocó. 

 

• La MMP-9 se documentó localizada dentro del ambiente citoplasmático del epitelio 

amniótico.   

 

• El mecanismo de captura de la MMP-9 dentro del amniocito está probablemente mediado 

por receptores localizados en la superficie celular del epitelio amniótico.  

 



ANEXOS  

1. Diagrama para la obtención de explantes de MCA 

 

 

2. Diagrama de cultivo de MCA con MMP-9/FITC ó ALB/FITC 
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