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I.- Introduccion.

Se llama ruptura prematura de mefnbranas a la salida - de I’Iquido amnidtico a
través de una solucidon de continuidad . de Iaé membranas ovulares en
embarazos mayores de 20 semana's'y/orlpbr Id Vmerklosﬂ aos horas antes de
comenzar. el trabajo de pai—to. ',Afe’cita"a‘ 25j0.000'partbs en Estados Unidos,

siendo 40,000 de estos nacimientos antes de ténjfnino (1)~

I.1.- Incidencia

Se ha reportado que un 11-17%-'de. casos de ruptura prematura de
membranas ocurre antes de Ia serﬁana' 37 de gestacion, este hecho es
importante ya que el 10% de las muéftes perinatales de 53, 000 embarazos son
secundarias a este hecho.. Las corﬁplicaciones relacionadas con parto
pretérmino son impresionantes y‘keyxplican un 70% de la morbilidad neonatal y
40% de las muertes neonataies. los infantes pretérmino tienen riesgo de
muerte incrementada, y la morbimortalidad relacionada con la "inmadurez" de
distintos organos, [0 que . incluye disfunciones a nivel respiratorio,
cardiovascular, gastrointestinal, neurolégico e inmunoldgico (2,3). Problemas
especificos incluyen sindromes de dificultad respiratoria, displasia
broncopulmonar, ducto-arterioso persistente, enterocolitis necrotizante, apnea y
sepsis. Se estima que en partos pretérmino de 23 semanas o menos la tasa de
sobrevida es de 20%. Esto incrementa a 50, 70, 80 y 90 % a la semana 24, 25,

26 y 28 respectivamente. (4)

Pfeffer y sus’ colaboradores reportaron una prevalencia del 9.8 -12% de

ruptura prematura de membranas entre todos los nacimientos sucedidos en el
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Instituto nacional de perinatologia (INPer). Este fenémeno ocupé el quinto lugar
entre las causas primarias de muerte fetal y el séptimo ‘entre las causas
secundarias. Fue la primera causa materna de muerte neonatal en 17% ¥y

secundaria en 21%. (5)

Su frecuencia es mayor en grupos de menor capacidad socioeconémica; por
lo tanto se relaciona con factores nutricionales, edad de la mujer, multiparidad,
actividad fisica e infecciones. Algunos autores reportan una incidencia que va
del 3 al 18%. Esta variacidon se atribuye a las diferentes poblaciones.
Aproximadamente del 8 al I0% de las pacientes a término presentan ruptura
prematura de membranas antes del inicio de trabajo de parto, mientras que: en
nacimientos pretérmino se calcula que alcance 25% de todos los cagos. L;
contribucion de esta afectacién a los nacimientos pretérmino es mé‘s‘elevadab. g
para la poblacién de estratos socioeconémicos mas bajos y asociadkapt‘.:o‘nalta

incidencia de enfermedades de transmisién sexual. (6)

La membrana amnidtica es un tejido complejo, el amnios

adyacente al liquido amnidtico. Esta compuesto por una capa simb'le de células

cuboides no ciliadas y una membrana celular basal, el siguienteé’es-un-tejido

conectivo denso de fibras acelulares bajo el cual hay fibroblastos: por GItimo’ »

hay una capa esponjosa compuesta de fibrillas empaquetadas.‘ e o
Las capas de fibras compactas tienen colagena tipo 1, Il , IV, V y Vi,yla

capa profunda solo tiene colagena tipo |V y en el corion hay colageno tipo. IV y

V. (7)




1.2.- Fisiopatologia.

La ruptura prematura de membranas resulta inicialmente por.el dafo de la
colagena en el corioamnios principalmente en el sitio de ruptura. Siendo la

colagena el principal componente de soporte hasta en un 80%.

La degradacion de la colagena dentro del corioamnios es controlada por
metaloproteinasas (MMPs) de la matriz extracelular, que son un grupo de
enzimas con caracteristicas funcionales muy semejantes, todas ellas actuan en
condiciones fisiologicas, dependen del calcio y muestran una gran selectividad
por su sustrato; aunque la familia entera no ha sido descrita con presicion,
destacan algunas de ellas como {a MMP-1 que degrada la colagena tipo |, Il y
1l (la colagena tipo | es la que proporciona mayor soporte a el corion), y se ve
significativamente incrementada en la ruptura prematura de membranas en

presencia o ausencia de infeccion. (8).

La MMP-2 y MMP-9 degrada la colagena  tipo IV (la cual es el mayor
componente de la membrana basal). La MMP-8 tambxen se ve aumentada de
manera importante en la ruptura prematura de membranas de gestacion
pretérmino pero no en la gestacion a término, también se incrementa en la
invasion de patogenos a la cavidad amnidtica.(9). La liberaciéon de la
proteinasa en turno es regulada por tejidos inhibidores de metaloproteinasas
(TIMPS) los cuales son cuatro tipos no bien conocidos. El mantenimiento del

corioamnios en el embarazo normal, requiere de un balance entre la sintesis de




colagena. por los fibroblastos, y la actividad colagenolitica como respuesta

controlada por enzimas qué son eXpresadas en las membranas fetales. (10)

La ruptura prematura de membranas se ha asociado con infeccidon, sangrado
en el segundo trxmestre y uso de drogas. Las bacterias juegan un papel muy
importante en dicha patologia, McGregor ha reportado que las
metaloproteinasas producidas por bacterias tales como Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacteroides y Streptococcus hemolitico
del grupo B, pueden participar de manera significativa en la formacién de
productos de degradacion de la colagena, debilitAndola; pudiendo ocasionar

fragilidad en la membrana. (ll)

En un estudio realizado por Maymon y Cols.; en 291 mujeres, en donde el
propdsito de la investigacion fue determinar las concentraciones de. las formas
activas de MMP-2 y MM#P-9 vy su participacion en mujeres con trabajo_de parto

a término y pretérmino y ruptura prematura de fnefnbranas‘ Jcon o sin infeccion

corioamnidtica, observaron que ‘las’ formas activas - de MMP-2 y MMF‘ 9 se

encontraban presentes en la mayorla « co a pamr de la mitad

del tercer trimestre del embarazo'norma a.forma activa de la MMP-9 se

encontraba aumentada de manera. en pacientes con ruptura

prematura de membranas con invésién ‘de 'microofganismos en comparacion

con las pacientes con trabajo de parto pretérmmo con membranas intactas. En

contraste las formas activas de MMP-2 dlsmmuyeron © permanecieron sin
cambios. Estas observacnones soportan el papel de las gelatinasas como

mecanismo responsable‘de dicha patolo‘gia en presencia de infeccidn. (12)




Antal y Col.; Compararon el groéor de. la membrana corioarﬁniética en 13
mujeres con embarazo a termmo Yy ruptura prematura de membranas (CRPM)
y 15 mujeres con embarazo pretérmmo con ruptura de membranas en |labor
(SRPM), encontrando que en ambos grupos las membranas éran ‘mas

delgadas en el sitio cercano a la ruptura en comparaclén con el érea cercana a

la implantacion de la placenta.

LLas membranas de las pacaentes con ruptura prematura (CRPM) fueron més

delgadas en el sitio de la ruptura en comparacién con las membranas ‘de las
pacientes con ruptura espontanea en labor (SRPM). Al comparar la resistencia
de las membranas en mujeres‘ pretérﬁfno con las. membranas de mujeres con
ruptura prematura de membranas (CRPM) y sin ruptura de membranas
(SRPM), las primeras tenian una resistencia de 124.2 Kg/m?, las pacientes
CRPM tenian una resistencia de 49.6 Kg/ m? y las de SRPM de 49.5 Kg/mZ2.
Estos hallazgos sugieren que la ruptura puede deberse a que en las pacientes -
con ruptura prematura de membranas hay un defecto local que facilita la

ruptura. (13)

1.3.- Radicales libres.

Las especies reactivas de oxigeno son moléculas inestables que son

generadas continuamente en el cuerpo y que pueden producir dafo tisular




pudiendo ser responsable de la ruptura prematura de membranas. Las dos
fuentes mas comunes de especies reactivas de oxigeno son las dependientes
del sistema transportador de electrones en el interior de la membrana de la
mitocondria durante la respiracion . celular 'y liberacién por células
inmunoldgicas al combatir con agentes patégenos o infecciones locales o

sistémicas, durante el proceso inflamatorio denominado “estallido respiratorio”.

Ciertas especies reactivas de oxigeno pueden existir de forma independiente
por un corto periodo de tiempo “como un electrén externo, llamados también
“radicales libres”, que son formkas‘muy reactivas de oxigeno que a pesar de que
son un producto ‘normal que fabrica el cuerpo también posee un poder
destructivo enorme, pudiendo ocasionar daio importante en la membrana

celular y a diferentes organelos celulares, daiar el DNA ocasionando con esto

la muerte celular. (14)

Los ejemplos de especies reactivas. de oxigeno son el superéxidé (027), el
radical hidroxilo (OH) y el peroxido de hidrégeno V(Hzorz)iqyﬁen,ho es un radical
libre al no tener un electrén desaparea?do en su dlt_irﬁé Lérbita. pero es una
fuente importante en la generacion.del radical hidroxilo (OH"), quienes en
conjunto son capaces de ocasionar dafio ge‘vneralizado a estructuras celulares
(principalmente a la membrana celular y al corﬁplejo intermembranal) debido a

la abundancia de electrones disponibles en las cadenas hidrocarbonadas de

los acidos grasos que las componen. - Otros radicales libres que no tienen

carga scn el acido hipocloroso (HOCI) y el éxido nitrico (ON).




Las especies reactivas de oxigeno - pueden inducir dafios en diferentes

tejidos al producir la peroxidacion lipidica de las membranas, incrementando el
calcio intracelular que activa diferentes vias de transduccion de sefial que
median la sintesis de metaloproteasas, y prostaglandinas, las cuales se

asocian con los mecanismos de disminucién de la capacidad tensil de las

membranas ovulares.

Las condiciones clinicas como la infeccion la cual es muy frecuente en la
ruptura prematura de rnembrana's.’ es ':unrrn'ecanismo qgé promueve la
liberacion local de grandes canﬁidédeé j‘c:je''-‘r»avt:iicalye,s: libres, - al iniciar los
mecanismos maternos dev defefnsé ‘a »Vtré\'(é:sv de di;efsés i eétir"pes celulares
inmunoldgicas (macréfagos, m'<>3nocityobs’, nvé‘utryt’:ﬁlos)"eh contra de los agentes
patdgenos agresores, sumad§ a la capa‘ckidad de sintesis de citocinas
inflamatorias (factor de necrosis tumoral-alfa, Interleucina-1 beta, Interleucina-
6, Interleucina-8) que se ha documentado son capaces de producir las células
amniodticas, coridnicas y deciduales, promoviéndose aun mas la liberacion de
radicales libres por parte de células inmunoldagicas y no inmunoldgicas al iniciar

un dialogo molecular debido a Ia presencia de las citocihas antes mencionadas.

La aparicion de [as especies reactivas de oxigeno, actian de diyersas
formas, siendo capaces de ocasionar muerte celular, promoviendo’ la pérdida

de la funcién celular, o actuando directamente sobre los componentes de

matriz extracelular (alterando la estructura tridimensional de las fibras de
colagena, lo que ocasiona ia disminucién de su capacidad de soporte). Bajo

este esquema, se ha sugerido que habitos tales como el consumo de
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cigarrillos o abuso de drogas, son capaces de liberar diversos radicales libres
(superoxido, perdxido de hidrogeno, iones hidroxilo y Oxido nitrico), lo que
puede explicar su participacion como factor de riesgo para, presentar ruptura

prematura de membranas, asi como el bajo consumo de allmentos ncos en

compuestos antioxidantes (vitaminas, minerales). Asimismb;' se ha' descrito‘

que el sangrado vaginal puede aumentar el riesgo de ruptura prematura de

membranas, como resultado de la liberacion ;de durante la

degradacién de eritrocitos, metal de transicién que promueve Ia aparlcién de

radicales organicos, sumado a esto, la sangre adyacente al amnlos puede ser
un medio ideal para e! cultivo de bacterias. El daﬁo local ocassonado es capaz
de ocasionar muerte celular e isquemia, lo que conlleva ala pérdida de soporte
mecanico y funcional de la membrana lo que ‘promﬁeve’su debilitamiento y -

potencial ruptura. (15)
l.4.- Lipoperoxidacién.

La  peroxidacion lipidica es una reaccién en cadena  que produce un
suministro continuo de radicales libres que inician la peroxidacfén posterior. La
peroxidacion de los lipidos expuestos al oxigeno es la causa sélo del deterioro
de los alimentos (rancidez) sino que también,ocasioﬁa en tejidos in vivo
importantes consecuencias fisioldgicas y/o patolégicas (cancer, enfermedades
inflamatorias, ateroesclerosis, envejecimiento, etcétera). Estos efectos
deletéreos son iniciados por los radicales libres. Un radical libre es cualquier
especie quimica, molécula o atomo, portadora de uno o mas electrones
desapareados (Ia nomenclatura quimica indica el caracter de radical libre de

una molécula con la colaboracién de un punto al final de la formula quimica:

SIS CON °
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Re). Un electréon desapareado es aquel que ocupa un orbital atomico o
moalecular por él mismo (sdlo él esta en ese orbital), en lugar de los dos
electrones que habitualmente ocupan un orbital. El electrén no apareado
confiere una alta reactividad quimica a los radicales libres, que buscan con
avidez completar su par electrénico. En la materia viva, los radicales libres se
originan generalmente con la captura de atomos de hidrégeno (electrén mas

protén), a expensas de moléculas organicas proximas.

Los acidos grasos poli insaturados de los sistemas vivos son muy vulnerables

a la peroxldac:én. La base de este proceso es que el doble enlace carbono-

carbono. deb ta la umén carbono h|drégeno del atomo de carbono vecino

g ccufm de hldrogeno por radicales llbres y crea

Una vez producid la~abstraccién las reacciones pueden tener lugar en

cualquier secuencta y muchos de los productos de degradacion ‘reactivos

pueden COntl;]bUIl' a una mayor oxidacion. El oxigeno se puede unir a Ios écndos
de los que se ha abstraido el hidrégeno, formando radicales libres que pueden
reaccionar entonces con otra molécula de lipido, lo qué ! éondyce ‘ala
abstraccion de hidrégeno de la segunda molécula. Los productos : def,:e'st'a‘"
reaccion son un hidroxiperoxido de lipido en la primera molécula. y un nuevo

radical libre en la segunda molécula atacada. (16,17)

Las moléculas de hidroperoxido de lipido se rompen, formando dialdehidos,

siendo el mas prominente el Malondialdehido (MDA). Este producto puede

w{_‘ﬁ;‘;‘i&‘fn ﬂ/‘)ﬁ'_—»‘—— o
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tipos de moléculas, enlaces que

formar enlaces..-cruzados “entre ' varios
citotoxicidad, mutagenicidad, ruptura de . membranas . 'y

conducen a
MOA también se polimeriza con5|go rrusmo y con

modificacion de enzimas (=4
otros productos de degradac:én tisulares formando -un p:gmento msoluble

Con los datos antes mencionados se puede poslular que’ia colégena del
e chvas de

tej:do ammét:co, es un sitio blanco para ser danado por especne

oxrgeno, va. sea. por ‘accién directa sobre la estructura tndlmensnonal de Ia
: Ia ‘s ntes:s de enzlmas

la :nducc:on en

proteina . fibrilar - o~ mediante
colagenolmcas (MMPs) por parte de células del conon y ammos. est:mulada

por diversos radicales libres, o activando a especies Iatentes de estas enz:mas.
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Objetivo Generai

El presente trabajo plantea identificar y evaluar el estado de oxido reducciéon
presente en explantes de membranas ovulares, y correlacionar la presencia y
actividad de MMP-9, empleando muestras provenientes de mujeres que

presentan ruptura prematura de membranas con embarazo a término y

pretérmino

Objetivos Especificos.

I. Determinar la presencia de malondialdehido en explantes de membranas
corioamnidticas en tres grupos de estudio: |) Mujeres con RPM 'y sin trabajo de
parto, 2) Mujeres sin RPM y sin t}abajo de parto, 3) Mujeres sin RPM. con

trabajo de parto .

2. Caracterizar la presencia y actividad de MMP-9, en extractos de membranas

corioamnidticas, obtenidas de los grupos antes sefialados.

3. Correlacionar el estado de O6xido reduccidn en los: tres. grupos: antes

mencionados, con la presencia o ausencia de RPM.

11
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Justificacién
La ruptura prematura de membranas es un problema de salud pUblica en

Meéxico y a nivel rnundial, representa una de las causas principales de
A la fecha se desconoce las causas que condicionan la

marbilidad neonatal.

aparicion del fenémeno, pero jas evidencias sefialan una fuerte relacidn con
procesos infecciosos, relacionando la liberacion de compuestos inflamatorios
con la etiologia, sin embargo existe falta de evidencias suficientes que vinculen
los procesos. La investigacién dirigida sobre fos mecanismaos relacionados en
este ambito, pretenden arrojar informacién que nos permita entender el evento
de manera que este sea en {o posible identificable, predecible, lo que permita

implementar mejores medidas de control y manejo de la patolagia.

Pregunta de Investigacion

las. membrana coricamnijoitica de‘pacientes con ruptura premétura de
membranas, son diferentes en término de un aumento en- el -estado de
oxido/reduccion, identificado como un aumento en! la liﬁoperoxidacfén “y

actividad enzimatica de metaloproteinasas (MMP-Q)' con res;ﬁecto a pacientes

con membranas intactas ?

12




Hipodtesis
Las membranas coricamnidticas de las pacientes con ruptura prematura de
membranas, muestran un aumento en la degradacién de componentes de

matriz extracelular, evidenciado a través de l|a’ elevacion ‘en’ la  actividad

enzimatica de MMP-9 y en un aumenioi en 'Iab ‘con ,n'tra_cién de

malonaldialdehido, como producto final de la viibbpéi’okidacién Ileyada a ‘cabo
por la accién de especies reactivas de  oxigeno - presentes’ en _tejido

coricamniotico.




. Material y Método
.2 Lugar y Duracidon.

El proyecto se propone a partir del andlisis clinico detallado de un grupo de
mujeres con diagnostico de rdptura premafura de membranas (RPM), captadas
en el servicio de Urge'ncias-' Tococirugia del Institlito  Nacional de
Perinatologia. El estudio inicia ' en Febrero del 2002 'y termina. en Enayo del

2003.
11.2.- Grupos de Estudio.

Grupo A. Mujeres con diagnostico probado’ de Rﬁptdra Prematura de
membranas, sin trabajo de parto; que ingresen. con indicracién,de‘operacién
cesarea. B ' : v .
Grupo B. Mujeres sin Ruptura Prematura dg Membravntas con trabajo de parto o
bien que culminen en cesarea. S

Grupo C. Mujeres sin Ruptura Rre.mal;Uré de’ VMeleayranyaé. sm Vtrabaj'o de parto;

que ingresen programadas para opefacién césévrea.” :

11.3.- Criterios de inclusién.

I. Mujeres . con diagn stico probado de ruptura prematura de membranas que
ingresén para atéﬁéién 6bétéirica de operacién cesarea.
2. Mujeres’ énti'é—v17‘y 35 anos - .

3. Mujeres; si

‘ruptura _prematura- de membranas que ingresen a atencién

obstétrica de operacion cesarea

14




4. Mujeres con embarazo comprendido entre 28 y 40 semanas de gestacion
5. Mujeres sin Ruptura de Membranas, con trabajo de parto que ingresen para

atencion de parto o bien que culminen en operacién cesarea.

11.4.- Criterios de no inclusion.

a. Datos clinicos de corioamioitis, hipertermia, deshidratacidon, mal estado
general, taquicardia materna o fetal, liquido amidtico fétido, examenes de
laboratorio alterados compatibles con corioamnioitis

b. Oligoamnios o polihidramnios

c. Sufrimiento fetal agudo

d. Presencia de alguna enfermedad autoinmune

e. Alguna colagenopatia

I1.5 Variables
11.5.1 Independientes :
- Ruptura prematura de membranas: variabie ncminél dicotomica
- Coricamnios integro: Y:akri;aﬁble nominal dicot;’mﬁica
I.5.2. Dependientes: :
- conceﬁtra’éién“c‘jie_"l‘leP-_Q;Ven éxélantes de‘mémbranas intactas
- concéhrtr;éylon ‘de” :M:MP;Q‘T i 'explkantés “de “membranas con ruptura
preméiuvra T
- concehtraéiénlde malonaldéhido en explante de membranas.  con ruptura

prematura

15




1.5.3. Variables de control:
- edad gestacional
- infeccidn intrauterina
- ndamero de partos previos
- infecciones vaginales
- tiempo de ruptura de membranas

- infecciones vaginales
1.6. - Disefio del estudio

Tipo de investigacion: Casos y controles

Observacional: Se identificard’ de’ manera unitemporal la presencia de:

marcadores de’ act vidad cola:genolritic’a y de.estado de oxidofreduccién, que

guarda el ambienyfe émniético en mujeres con y sin RPM.

Original: La exploracion ‘de la literatura internacional revela experimentos.

similares pero no se describe ninguno parecido.

Transversal : En este estudio las unidades de observaciéon. (explantes de
membranas coricamnidticas y liquido amnidtico) seran captados  en ‘un
momento dado de acuerdo a la evolucion y manejo obstétrico de la paciente.
Esas caracteristicas estaran presentes tanto en los casos como en los grupos

controles.
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I.7.- Caleulo de la muestra:
Tamarfio de la muestra.- Se calculd a través de una férmula ﬁara dos medias,
con el objeto de comparar las medias de dos grupos lndependlentes mujeres
que presenten RPM y mujeres sin RPM. Suponiendo-que’las’ desvnac:ones
estandar en las dos poblaciones son iguales, y que los tamanos de las
muestras son iguales en los dos grupos, i
n=2[(za-2a)0 /41— p2]?
donde py — 42 es la magnitud de la diferencia en la concentracion del estado de
lipoperoxidacién en el compartimento amniotico. El valor z de dos colas
relacionado con a de 0.05 es + 1.96 (valor critico que divide el 95% central dg
la distribucion z del 5% en las colas). El valor z en la cola inferior, i’eléi:ionado
con B de 0.30 es —0.525 (valor critico que separa la pérte infe‘ri:or de 30% de la
distribucion z de 70% superior). Entonces, S
n=2[(1.96+0.525) (5)/ (1.5 -4.2) =423

n =42 muestras.

11.8.- Determinacion de estado de éxido/reduccion.

A-partir de explantes de membranas conoamn tu:as obtenldo de los grupos
de 'estudio, se determinara la presencia de malondlaldehfdo como producto
final de lipoperoxidacion llevada a cabo por accidon de radicales libres. La

metodologia se describe a continuacion en forma general.
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1. Se ‘Homogeneizara aproximadamente 1 g de explantes de membranas
amnidticas. Se filtrara el homogeneizado obtenido con un cedazo y se realizara
la siguiente mezcla de tubos.

Preparacion de los tubos (volumen en mi)

Tubo 1 2 3 ] a
05" 0.5

Homogeneizado de 0.0 ... 0.5

explante de membrana

Amortiguador e 1.3
Antioxidante = 2 gotas
H202 2 gotas 2 gotas

Iigilar y esperar 10 minu

por lo meno durante un mlnuto.

6.- Centrufugar 5 mmutos a 3000 rpm. Pasar a otro tubo la fase superior (color
rosa) con la ayuda de una pipeta Pasteur.

7.- Leer la fase superior en espectofotémetro a 640 nanémentros de longitud de

onda.
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II.Q.; Identificacién de Metaloproteasas de Matriz Extracelular (MMP-9).

La identificacion de Metaloproteasas de Matriz Extracelular (MMP-9), en los
sobrenadantes  provenientes de los extractos de tejido, sera llevada a cabo
mediante zimografia. Esta técnica, basa su principio en la separacién de
proteinas mediante electroforesis vertical (SDS-PAGE). Consiste
basicamente, en adicionar gelatina porcina a un gel de acrilamida-bisaérilémida
y separar las proteinas presentes bajo un campo eléctrico. Alicuotas de
concentracién conocida de proteina, provenientes del sobrenadante ‘de'l cuitivo v
de las membranas, de mujeres de los grupos control"y dé e‘st‘u/dio,k éerén
separadas bajo esta técnica, identificando la MMP-9 presente en Ia muestra

segin el peso molecular medido y comparando la mlgraclon de Ia enz:ma con

la migracion de un estandar enzimatico conocido. "

Para llevar a cabo la identificacidn enzimét"ica, una vei ‘terminada la
separacion electroforética, se elimina del gel el SDS (dédecil sulfato de sodié)
presente, lavandolo con una solucion de Triton X-1 00 al 2.5 %. . .Para observar
la presencia de actividad enzimatica, el gel se in}:uba por 24'h6rés a 37 oC, en

una solucidn amortiguadora con las condiciones éptimas necesarias;’para que

la MMP-9 exprese actividad gelatinolitica. -

Al término de la incubacidn, la actividad mostrada se identifica mediante
tincion del gel con azul de Coomasie, observando una zona no tefida debido a

la lisis generada por la enzima, al digerir la gelatina presente en el gel.
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La identificacion de la MMP-9, asi como la determinaciéon cuantitativa, de ta
actividad enzimatica identificada en los sobrenadantes de las membranas
amnidticas en cultivo, sera analizada mediante densitometria optica. Los
resultados obtenidos, se analizaran estadisticamente utilizando pfuebas para

datos paramétricos.
Definicion de variables operativas.

Edad gestacional. Establec:da de acuerdo a la FUM y confirmada  por-

cualquiera de los SIgu1entes proced|m|ent05' prueba de embarazo. ultrasonldo .

Ruptura prematura de membranas: Salida de liquido amnidtico a través de
una solucién de continuidad ‘de.las membranas ovulares, en: embarazos
mayores de 20 semanas .y por:lo menos 2 horas antes de la iniciacion del

trabajo de parto.

Embarazo pretérmino: edad gestacional mayor de 28 y menor.a 36 semanas. .

Embarazo a término: Edad de la gestacion > de 37 yrmenof de 41 semanas

Trabajo de parto: Actividad uterina caracterizada por contracciones con una
frecuencia de 3-4 contracciones en 10 minutos, ' cada una con una duracidon

entre 45 a 60 segundos, y por lo menos 4 cm de dilatacion.
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Corioamnioitis: Cuadro clinico caracterizado por hipertermia, deshidratacion,
mal estado general, taquicardia materna o fetal, secrecion . purulenta - por

vagina, liquide amnidtico fétido, vagina hipertermia o una combinacion de los

signos sefalados.

Dos de los siguientes signos: temperatura > o igual a 38 grados C. leucocitosis
>15,000/mm cubico, incremento rapido en la cuenta de leucocitos, inﬁremento
repentino de formas inmaduras de leucocitos, Gtero irritable, IIQuido:amniéticb

fétido, taquicardia fetal > 160 latidos / in al menos en dos.’

Periodo de latencia . Tiempo transcurrido entre la rupturé de las membranas

y la resolucién del embarazo.

Infeccidn de vl’as 'uri resenc:a de >"de 100, OOO colonlas de bacterias

en orina, Independlentemente de Ia snntomatologia urinaria.

Cultivo cervicovag nal’. Boscjueda del siguiente panel de bacterias:

Gram pos:t .gram neganvos aeroblcos y ‘anaerobios, como también

bacterias del tlpo .mycoplasma, Estreptococo del grupo B, Ureaplasma
urealyticum, - Gardnerella vaginalis,. Bacteroides, Chlamydia trachomatis y

Gardnerella vaginalis, Bacteroides spp, Mobiluncus spp.
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lll. Resultados.

Durante el periodo de estudio se incluyeron 88 mujeres que cumplieron los
criterios de inclusién, las cuales se clasificaron en tres grupos: EL grupo A
constituyé el grupo de estudio (n=31), mujeres que presentaron ruptura
prematura de membranas sin trabajo de parto; grupo B (n=24) con trabajo de
parto sin ruptura de membranas a las cuales se les realizé amniorrexis en el
momento indicado por el obstetra, y el grupo C ( n=33) mujeres sin trabajo de
parto y sin ruptura de membranas el cual constituyd nuestro grupo testigo

negativo. Las caracteristicas generales y obstétricas se muestran en la tabla 1.

El 100% de las pacientes que presentaron Ruptura Prematura de Membranas

. (RPM) fueron admitidas en el hospital en las primeras 24 horas de ocurrido el
evento, realizdndose operacidn cesarea en todas ellas en 25.8% la causa fue
cesarea electiva (8/31) y en 41.9% se realizd por cervix desfavorable (13/31n),
en 10 pacientes la causa de la cesarea fue DCP correspondiendo al 32.2%. En
el grupo B la resolucién del embarazo fue del 66.6 % por via vaginal (16/24) y
de 33.3% por operacion cesarea (8/24), 87.5 % de ellas por falta de progreso
de trabajo de parto (7/8). La via de resolucion fue abdominal para el total de las
pacientes del grupo C, siendo programada en el 100% de los casos. Los

resultados neonatales fueron favorables en los tres grupos de estudio.

La diferencia de édad, nimero de embarazos y cesareas entre’los grubos de
estudio fue,éstadisticamerite significativa con una P=< 0.05, no encontrando
significancia en cuanto al nidmero de partos, abortos, peso del producto y edad

gestacional con una P mayor de 0.05.
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TABLA 1. Caracteristicas generales y obstétricas de los grupos de estudio.

Caracteristica Grupo A Grupo B Grupo C Significancia
Edad* 26.2 26.7 29.9 P=0.013
(anos) (17-34) (17-35) (18-35)

Embarazo’ 2 2 3 P=<0.001
(1-4) (1-6) 1-5)

Parto” 4] [] () P=0.145
(0-2) (0-4) (0-2)

Aborto’ [ 0 9 P=0.678
(0-2) (0-2) (0-2)

Cesarea’ [s) [5) 1 P=<0.001
(0-2) (0-1) (0-2)

Edad 37.6 38.3 38.3 P=0.723

Gestacional al (29-40) (34-40) (36-40)

nacimiento del

producto
{semanas)
Peso del 3140 3201 3201 P=0.875
producto al (1800-4040) (2470-4200) (2144-4640)
nacimiento (g)'

'Datos mostrados en valor promedio con limites en paréntesis. Datos mostrados en mediana,

con limites en paréntesis. Todos los valores comparados comparados con Mann-Whitney Rank

Sum Test

Se aplicd el analisis de varianza ANOVA para compara las diferencia entre
los grupos de las distintas variables, tomando en cuanta que un valor de Q== 1
refleja diferencia de la misma variable en los grupos. Los resultados se

muestran en la tabla 2, 3 y 4.

Se observo diferencia notable en cuanto a edad en el grupo C ( sin trabajo de
parto sin Ruptura Prematura de mé}nbraﬁas) cbmpérado con el grupo A ( con

Ruptura Prematura de membranas vy sin trabajo de parto) con un valor de Q=

I TRSIS 00N
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2.82, y valor estadistico significativo de P= 0.013. La diferencia de edades del
grupo C con el grupo B (sin Ruptura Prematura de membranas y con trabajo de
parto) también fue notoria, sin embargo no tuvo significancia estadistica con
una P>0.05. El valor de Q permanecio por debajo de 1 al comparar el grupo B

con el grupo A. Tabla 2.

TABLA 2. Comparacion de edad entre los grupos

Comparacion Valorde Q Significancia P<0.05
Grupo C vs Grupo A 2.822 P=0.013

Grupo C vs Grupo B 2.043 No significativa

Grupo B vs Grupo A 0.580 No significativa

Analisis estadislico realizando mediante analisis de varianza ANOVA

Al comparar el niUmero de gestas de! grupo C (sin trabajo de parto sin
Ruptura prematura de membranas) vs el grupo A (con Ruptura Prematura de
Membranas y sin Trabajo de Parto) y B (Sin Ruptura Prematura de Membranas
y con trabajo de parto ) se observé diferencia similar entre ellos con respecto a
el valor de Q con un valor de P=<0.001. No existiendo diferencia al comparar e!

grupo B vs el grupo A con una P=>0.5. Tabla 3.

TABLA 3. Comparacion de gestas entre los grupos

Comparacion Valor de Q Significancia P<0.05
Grupo C vs Grupo A 3.692 P=<0.001

Grupo C vs Grupo B 3.106 P==<0.001

Grupo B vs Grupo A 0.332 Neo significativa

Analisis estadistico realizado mediante prueba de varianza ANOVA

En cuanto a el numeros de cesareas previas en los tres grupos de pacientes
la diferencia fue importante al comparar el grupo C de pacientes sin trabajo de

parto (TP) y si Ruptura prematura de membranas con el grupo B (sin Ruptura
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Prematura de Membranas con Trabajo de Parto) y el grupo A { sin Ruptura
Prematura de Membranas sin Trabajo de Parto) con valor de P= <0.001 con
notable incremento de cesareas previas en el gfupo Crt‘:o‘mpara'do con el‘grup‘o

B. No se observé diferencia importante en el grupo vs grupo B con una P=>0.5.

No hubo diferencia para ndmero de abortos P—O 678 partos P

gestacional P=0.723 al comparar los tres grupos entre si. El Ypeso del producto

tampoco mostrd significancia P=0.875, siendo el menor peso obtenl o de 1800
gramos de una paciente con RPM primigesta de 34 semanas de gestacion, sin

repercusion estadisticas. Tabla 4.

TABLA 4. Comparacion de nimero de cesareas entre los grupos

Comparacion valor de Q Significancia P<0.05
Grupo C vs Grupo B 5.671 P= <0.001

Grupo C vs Grupo A 4.269 P=<0.001

Grupo A vs grupo B 1.668 No significativa

Analisis estadistico realizado mediante prueba de varianza ANOVA

La (metaloproteinasa 9) MMP-9, se observé notablemente incrementada en
cuanto a las unidades arbitrarias (UA) obtenidas, en el grupo de pacientes con
Ruptura Prematura de Membranas (grupo A), y el grupo a quienes se les
realizé6 amniorrexis (grupo B), en comparacién con el grupo de pacientes
programadas (grupo C) (4842.696 UA y 7009.417 UA respectivamente vs

3456.028 UA), observandose el mayor incremento en el grupo de pacientes

con trabajo de parto con respecto a el grupo control (7009.417 UA vs 3456.028

=<0.001 (tabla 5).

UA ), siendo estadisticamente significativo.
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TABLA S. Valor de MMP-9 entre los grupos.

Grupo Media Desviacion Estandar
Grupo A 4842.696 + 1698.899
(2608 — 10125)
Grupo B 7009.417 + 2008.226
(2718 — 11778)
Grupo C 3456.028 + 1784.984
(947 — 8954)

P =< 0.001
Analisis estadistico realizado mediante prueba de varianza ANOVA

El grupo C (sin Ruptura Prematura de Membranas sin Trabajo de Parto)
comparado con el grupo B ( con Trabajo de parto sin Ruptura Prematura de
Membranas) fue el gue presentd diferencia notable en la elevacién de MMP-9,
incrementandose 2 veces mas que el grupo C comparado con el grupo A (con

RPM sin TP), generando un valor diferente estadistico (P <0.001).";

Al compara . el grupo- A (sin‘ tfabajo de- parto con Ruptur'a?PVre'm'atura de

Membranas), con el grupo B el valor de Q se incremento Lna vez con respecto
a el grupo C vs el grupo A (ambos grupos sin trabajo de parto), con un valor de

P=<0.001 estadisticamente significativo. Tabla 6.

TABLA 6. Comparacion de niveles de MMP-9 entre los grupos.

GRUPOS VALOR DE Q SIGNIFICANCIA.
Grupo C vs Grupo B 11.498 P=<0.001
Grupo C vs Grupo A 3.962 P=<0.001
Grupo A vs Grupo B 9.512 P=<0.001

Analisis estadistico realizado realizado mediante prueba de varianza ANOVA
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El valor de malondialdehido no se vio incrementado de manera significativa

en ninguno de los tres grupos con una P= 0.203. Ver tabla 7.

TABLA 7. Valor de malondialdehido micro Molar (uM) entre los grupos.

Grupo Media (uM) Desviacion Estandar Significancia
Grupo A. 0.0818 + 0.0114 N.S
(0.0304- 0.622)
Grupo 8. 0.0611 + 0.0538 N.S
(0.0135-0.309)
Grupo C. 0.0525 * 0.0660 N.S
(0.00970-0.236)
P =0.203

Andlisis estadislico realizado mediante prueba de varianza ANOVA

-
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IV. Discusidn.

La Ruptura de las membranas corioamnioticas antes del inicio de trabajo de
parto ocurre en aproximadamente el 5 a 15 % de todos los embarazos.
Diversos estudios han evaluado a mujeres con ruptura prematura de
membranas a término y han sugerido que incrementa, la morbilidad materna y
fetal. Se considera que la Ruptura Prematura de membranas es responsable
del 20% a 50% de los nacimientos pretérminos, reportandose en nuestro grupo
2/32 pacientes con embarazo de 33 y 34 semanas, con Ruptura prematura de
membranas, obteniendo productos con peso de 1800 y 21 60 grambs

respectivamente, ambos con evolucién neonatal favorable.

En el estudio aqui presentado no fue posible obtener muestras provenientes,
de pacientes con Ruptura Prematura de Membranas con edad gestacional
temprana, ya que en ei Instituto Nacional de Perinatologia dichas pacientes se
incluyen a el protocolo de manejo conservador, el cual consiste en la vigilancia
intrahospitalaria de los criterios de Gibbs (19). Es importante mencionar que
debido a ello las edades .gestacionales de los tres grupos de pacientes fueron
de término unicaménte con tres pacientes de edad gestacional de 33, 34 y 36

semanas. A lo que atribuimos el hecho de no mostrar diferencia signif‘cativa en:’

cuanto a edad gestacnona y peso del producto al nacimiento; siendo un grupo; :

homogéneo de pamentes para nuestro estudio en relacion a edad gestacnonal

En embarazos‘, te‘rmino.vLa RPM  no asociada a otras alteraciones (

presentac:én anormal Vpr apso de " cordon, - polihidramnios, - etc.) se ha

asociado en grupos de menor capactdad socioecondmica, por lo tanto se
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relaciona con factores nutricionales, edad de la mujer, multiparidad, actividad
fisica e infecciones. En nuestro estudio la edad de las pacientes mostrd
diferencia significativa al comparar el grupo C (sin RPM sin trabajo de parto)
comparado con el grupo A (con RPM sin trabajo de parto), sin embargo
atribuimos tal diferencia debido a que el grupo C son pacientes multigestas,
con 2 o mas cesareas previas; las cuales se encontraban programadas para
cirugia. siendo las mismas condiciones para la diferencia de edad del grupo B (
con trabajo de parto sin RPM) al compararlo con el grupo C, aunque no fue de

significancia estadistica.

Al comparar el nimero de cesareas y el numero de gestaciones previas
nuevamente el grupo C vs grupo A, y grupo C vs grupo B ( con trabajo de parto

limportante,. . sin - embargo nuevamente

sin  RPM), reportd:  diferencia

mencionaremos - la difére‘, ‘en los antecedentes obstétricos del grupo C con
respecto a el grupo A' y B, siendo el grupo A por lo general pacientes

primigestas o secundigestas, con‘antecedente de una cesarea ( 5/31)

El antecedente de .- abortos previos no fue importante al comparar los tres

grupos de estudio.

En la mayor parte de los embarazos la rupturia d;a m;emeranas fetales, se
produce espontaneamente a término durante la fasé activa del parto (20). La
degradacion de la colagena es  mediada primariamente por metaloproteinasas
de La matriz extracelular (MMP), las cuales son inhibidas por inhibidores de

tejido especificos y otros inhibidores de proteasas. Las metaloproteinasas de
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la matriz son una familia de enzimas producidas por varios tipos de células, que
hidrolizan o dafian el tejido conectivo, actuando sobre sustratos especificos,
ejerciendo un catabolismo efectivo en muchos componentes moleculares de la
matriz extracelular. La expresidn selectiva de la colagenasa tipo IV (MMP-9)
durante e! trabajo de parto y su sobre expresiéon en membranas de pacientes
con RPM, ha sido documentada en diferentes estudios . En nuestro estudio la
Ruptura Prematura de membranas (de término o pretérmino) fue asociada con
un incremento significativo en la media de concentraciones, en relacién a las
pacientes sin RPM y sin trabajo de parto, lo cual se correlaciona con lo

reportado por la literatura.

El mayor incremento de la actividad de MMP-9 se observé en Ia; pacientes
con trabajo de parto, a las cuales se les realizé amniorrexis, siérjdb! un ‘éven.to
esperado ya que el analisis de membranas de mujeres en ‘tr":a't’)’aj:o dé parto
demuestran que la MMP-9 se incrementa antes del trabajo d'é‘.pa‘rtd activo,
siendo mayor su expresion durante el mismo. Las paciéptes—-éin 'trabajo de
parto y sin ruptura de membranas también tuvieron ex:p»ifersrién de forma activa

de MMP-8, aunque en menor concentracion, suponemos.que este fenédmeno se

debié a que todas las pacientes tenian edad gestacnonal de  término,

reportandose en la literatura el incremento: de la MMP 9 v la disminucion del

tejido inhibidor de metaloproteinasa-1 (TIMP-1) en embarazos de término. (21)

La lipoperoxidacion es uno de los efectos de los radicales libres, y se define
como la interaccion de estas moléculas con los acidos grasos de los

fosfolipidos de las membranas. Los componentes fosfolipidicos de las
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membranas celulares son blancos altamente vuinerables a dafio oxidativo
debido a diferentes - eventos agresores como, tabaquismo, drogadiccion, e
infecciones. De esta manera se producen cambios en la fluidez y permeabilidad
de las membranas, o bien se induce a la activacion de MMPs, disminuyendo la
elasticidad y fuerza tensil de las mismas por medio de los dos mecanismos.
Los procesos de peroxidacion aumentan a medida que avanza el embarazo ,
de tal manera que al final de la gestacion los mecanismos de proteccion son

mas fuertes que la peroxidacion.

Diversos autores han mencionado que la formacion de malondialdehido se
incrementa durante el primer trimestre del embarazo , con aumento progresivo
durante el tercer trimestre. Se supone que la lipoperoxidacion normal durante

el embarazo esta regulada por una adecuada respuesta antioxidante.

Al reportarse aumento en las MMP-9 en embarazos pretérmino y Ruptura
Prematura de Membranas (RPM), se puede asumir que los mecanismos
normales de degradaciéon a término, estan presentes en las membranas de las
mujeres con RPM. Esto refuerza la idea de que en la RPM, se encuentran

desfasados la actividad de dichos mecanismos.

Se desconoce cuales pudieran. ser: las causas’ involuérédas .en  dicho

fendmeno, sin erhbargo ‘se sabe que la feccion cérvico vaginal puede ser

relacionada entre un-12 a 40 %.. Se asume. que la presencia de un agente

patdgeno es capaz.de despertar la respuesta inflamatoria local y/o sistémica,
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mecanismo que tiene relacion discreta con diversos mecanismos de inicio de

trabajo de parto.

La inflamaciédn ocasionada por la infeccion cérvico vaginal, ocasiona que
células inflamatorias locales (polimorfonucieares, macrofagos), inicien con
liberacidn de citocinas proinflamatorias (TNT-alfa, IL-1 beta, [L-8) las cuales
son potentes inductores de la produccion de MMP-9 por parte de células
corioamnidticas y deciduales. La liberacion de MM-9 por parte de las células
de la interfase materno-fetal, es capaz de disminuir la resistencia mecanica de

las membranas ovulares, o degradar los componentes de la matriz extracelular.

Por otro lado, 1a presencia de TNT-alfa e IL-1-beta por parte de las células
mononucleares, inducen la I|beraC|on de especles reacnvos de oxigeno, en el
proceso denommado estres oxldatlvo. el cual de. no _ser controlado

adecuadamente por_ los antioxtdantes.; son capaces de promover dlversos,

efectos bioldgicos’ capaces dé,dismindir Ia fuerza tensil. de las membranas

amnioticas.” ... .

Por un - lado ,"e'l/ :pe‘r‘éx'ido': de". hidrégeno es capaz ‘de promov,er‘ la

desnaturallzacuon de’las cadenas fibrilarés de colagena,” presentes  en. la

membrana amnlotlca altas concentraciones de peréxido  de

hidrégeno pueden ‘inducir"a qde en células locales, se induzca el proceso de

muerte celular. ,enomnnado apoptosus Asi como la liberacion de MMP-Q por

parte de celulas del cor:on y-amnios. Ambos mecanismos pueden promover el
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aumento del ablandamiento de las membranas, lo que bajo condiciones

especificas dar la aparicion de RPM.

La presencia de estrés oxidativo de oxigeno, es capaz de promover la
lipoperoxidacion de componentes lipidicos de las membranas celulares, lo que
conduce a la aparicién del compuesto denominado malondialdehido, el cual es
un marcador final del estado de oxidacion que presenta un tejido o fluido. En
nuestro trabajo fue posible observar cierta tendencia a que dicho compue#to sé
encuentre aumentado en, las membranas con Ruptura Prematura de
Membranas, en comparacién con aquellas membranas provenientes de
mujeres sin trabajo de parto sin Ruptura Prematura de membranas. Esta
tendencia de mayor concentracidon de malondialdehido, también fue observada
en las membranas provenientes de mujeres con trabajo de parto sin Ruptura
Prematura de Membranas, lo cual guarda similitud con el valor obtenido de
actividad de MMP-9 en este grupo de mujeres, y con las que presentaron RPM.
asi pareciera que el aumento del estrés oxidativo observado en las mujeres con
embarazo a término, forma parte de los mecanismos desencadenados con la

culminacién del mismo.(22)

Este  planteamiento pude”‘ ‘Vréla'éionarr la produccion de citocinas
proinflamatorias por parte de *éélul‘as de estirpe inmunolégica  y. no
inmunolégica, las cuales inducgn Ia liberacion de especies reactivas de oxigeno
y nitrégeno. Dichas moléculas pudieran ser los mensajeros moleculares
empleados en la interfa;rse materno-fetal, para indicar el término de la gestacion

e inicio de los mecanismos de terminacién del embarazo.
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Pensamos que la ausencia de diferencia en la concentracién de
malondialdheido observada en las membranas de pacientes con RPM y
aquellas provenientes de pacientes sin trabajo de parto, se deba a los mismos
eventos observados en membranas de pacientes con embarazo a término, ya
que el lugar especifico donde se presentd la ruptura no pudo ser evaluado por
aspectos técnicos. Por lo que quiza en la regién cercana al sitio de ruptura, la

concentracion de malondialdheido era mucho mayor.

Se ha descrito que ciertos habitos se pueden asociar a la presencia de
estrés oxidativo y RPM. Asi el fumar, consumo de drogas, inadeacuado

consumo de alimentos ricos -en antioxidantes  (frutas, verduras,: etc),: se

relaciona con la aparicion del - fendmeno. Por.' otro; lado ésqpemas‘v de -7
suplementacion de vitamina “C 'y E", han demostrado disminuir la- prevalenciai

de RPM en estudios de seguimiento.. Lo ‘cual puede tener relacién:con un

abatimiento del estrés = oxidativo,’ sistémico condicion - que -

potencialmente es capaz de  asociarse - a Ruptura—' Prematura ™ de

Membranas.(23)

Se han hecho grandes esfuerzos para dilucidar los mecanismos de Ruptura
Prematura de Membranas en mujeres sanas, sin embargo aun se reqdiéré de
diversas investigaciones, especialmente en procesos bioqvulmicos y
moleculares, como los procesos que involucran este fenémeno en embarazqs
normoevolutivos, o aquellos procesos enddgenos que pueden ser acelerados,
por factores patégenos exdgenos, (habitos y costumbres, virulencia de

patogenos, etc.). Sin embargo este trabajo, genera evidencias bioquimicas

TESIS CON ”
| FALLA DE ORIGEN




rélacionados con el evento, que pueden dar informacion con observaciones

clinicas reportadas.

3 % q (‘F)I\
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V. Conclusiones.

1.- En los embarazos con Ruptura Prematura de Membranas la actividad de
MMP-9 se vio notablemente incrementada en comparacion con el grupo control
(grupo C; pacientes sin RPM sin trabajo de parto), proporcionando evidencia

del incremento de la actividad colagenolitica.

2.- El incremento de la actividad e MMP-9 en pacientes con trabajo de parto sin
Ruptura Prematura de Membranas, presupone un evento normal registrado

durante la fase activa, el cual fue evidenciado en las membranas provenientes

de mujeres con trabajo departo a término.

3.- Se observd una tendencia al incremento de malondialdheido, siendo mayor
en el grupo con Ruptura Prematura de Membranas (RPM), aunque: las

diferencias no fueron estadisticamente significativas.
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