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RESUMEN.

Las membranas coroamnidticas estan formadas en su mayor parte de tejido
conectivo, cuya matriz incluye colagenas tipo |, 1ll, IV y V. La coladgena provee el
soporte estructural y la fuerza tensil al tejido durante el desarrollo gestacional.

Existe una patologia en el embarazo humano en la que las membranas
corioamnioticas se rompen de modo espontaneo antes del desarrollo del trabajo de
parto conocido como ruptura prematura de membranas. Se ha propuesto la
participacion de difetrentes metaloprotreinasas de matriz extracelular (MMP) en la
ruptura de las membranas fetales durante el trabajo de parfo. En este estudio se
utilizaron ratas Wistar que fueron sacrificadas para la obtencion de las membranas
fetales, donde se evaluo la actividad gelatinolitica y zimografia 24 horas antes del
trabajo de parto (TP), 12 horas antes del TP y en TP. Se identifico a la proMMP-2 y a
la MMP-2, 12 y 24 horas antes del TP y en TP. La proMMP-9 solo se observo en la
etapa de trabajo de parto. La mayor cantidad de actividad gelatinolitica se presentd 12
horas antes del trabajo de parto.



ABREVIATURAS.

MEC : Matriz extracelular

MF : Membranas fetales

MMPs : Metaloproteinasas de matriz extracelular

MT-MMPs : Metaloproteinasas de matriz extracelular tipomembrana
TIMPs : Inhibidor tisular de metaloproteinasas

APMA : Acetato aminofenil mercurico

TP : Trabajo de parto



INTRODUCCION.

La integracion de un tejido u 6rgano en el que se agrupan
diferentes poblaciones celulares es sostenida por una red de
conexion denominada matriz extracelular (MEC), que permite el
asentamiento y la comunicacion entre células. La MEC ademas de
proporcionar un soporte fisico, participa en procesos de
morfogénesis, guia la diferenciacién celular, mantiene el fenotipo
del tejido diferenciado y en las membranas fetales durante la
gestacioén esta en constante remodelacion (Figura1).

Las macromoléculas que integran la MEC presentan la
capacidad de asociarse entre si, formando agregados
macromoleculares caracterizandose por ser polimeros ionicos
lineales, tales como: glicosaminoglicanos, proteoglicanos,
glicoproteinas y proteinas’'.

Una clase de glicoproteinas que se encuentra en todas las
matrices extracelulares de animales multicelulares, lo constituyen
las colagenas. El contenido y el tipo de colagena cambia
apreciablemente durante el desarrollo y morfogénesis, asi como
también en ciertos procesos patolégicos. En los mamiferos adultos,
las colagenas constituyen el 30% de las proteinas totales, son
sintetizadas por fibroblastos y codificadas por diferentes genes. Su
funcion es dar soporte estructural y fuerza tensil al tejido conectivo

fibroso



MATRIZ EXTRACELULAR

Figura 1. Vista microscépica de la matriz extracelular.



En condiciones normales el recambio de colagena es
sumamente lento; dependiendo de los estados fisioldgicos su vida
media es larga variando de 60 a 300 dias, aunque existen tejidos
como el utero postparto que puede llegar a ser de 24 horas. Se ha
observado que existe un equilibrio entre la sintesis y la degradacion
de esta molécula; y que esta dinamica esta asociada con la
proporcion célula-colagena que es constante para cada tejido. En
estados patolégicos se ha visto que hay alteracion de esta
proporcion.

En la gestacion, desde el évulo fecundado hasta el estadio fetal
se ha observado la presencia de diferentes factores que determinan
y regulan las variaciones cuantitativas de la colagena en el Utero.
Estos factores dependen de cada elemento que interviene en la
biosintesis de esta proteina’. Las membranas corioamnioticas
(constituidas por diferentes tipos de colagenas) surgen como la
capa exterior de la placenta que ademas de delimitar
estructuralmente el ambiente fetal, transportan productos nutritivos,
producen hormonas e impiden el paso de sustancias nocivas al
interior. Estas estructuras poseen diferentes tipos celulares que
requieren puntos fijos de anclaje y nexos de comunicacion
proporcionados por la MEC”.

MEMBRANAS FETALES
Las membranas fetales (MF) y moléculas asociadas a éstas
forman estructuras complejas, que dependiendo de la especie

pueden consistir de: amnios, corion, elementos deciduales, saco
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MEMBRANAS FETALES EN RATA

Saco placentario

Porcion capsular
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Placcentay __—~
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FIGURA 2. Diagrama de las membranas fetales de rata. Después del
dia 17 de gestacion el feto de la rata esta rodeado por el saco
placentario y el amnios, que lo protegen para su desarrollo y
adecuado mantenimiento.




placentario y/o coricalantoides (Figura 2). Cada componente
desempeiia una o mas funciones para la sobrevivencia del feto en
el utero.

Estas membranas conforman y delimitan su ambiente, lo
protegen, sintetizan factores de crecimiento, hormonas, citocinas y
metaloproteinasas de matriz desde el inicio de su desarrollo hasta el

final de la gestacion.

Composicion.

Las MF estan integradas basicamente por células y MEC, en la
ultima predominan las colagenas tipo |, Il, {ll, IV y V, se presentan
en ellas cinco capas histolégicas. Capa superficial o epitelio:
monocapa celular en contacto con el liquido amniodtico. Membrana
basal: constituida por colagenas tipo IV y V. Capa compacta: en
contacto con la membrana basal por su otro polo, constituida casi
en su totalidad por matriz extracelular, fundamentalmente colagenas
tipo | y Il. Capa de fibroblastos: capa mas espesa del amnios,
constituida por colagenas tipo | y Ill. En el siguiente estrato, capa
esponjosa: de mayor espesor y primera porcion del saco visceral
(corion), constituida por colagenas tipo |, Il y IV (Figura 3), en ella
se encuentran diferentes poblaciones celulares: fibroblastos,
trofoblastos y macrdfagos tisulares embebidos en la matriz

extracelular®

Degradacion.

Estudios realizados en MF humanas y de rata han mostrado
que al final de la gestacion existen cambios estructurales y de
organizacion en sus componentes como preparacion a su ruptura.

Sefalando que cambios tan drasticos en el tejido conectivo pueden



ESTRUCTURA DE LAS MEMBRANAS FETALES
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Figura 3. Distribucién de los diferentes tipos de colagenas y otros componentes que integran las

membranas fetales



influir en la disminucion de la fuerza tensil del area donde se inicio
la ruptura del tejido™ °. Ademas existen reportes de bajos niveles en
el contenido de colagena encontrados en membranas con ruptura a
término, y se ha demostrado la produccion de metaloproteinasas de

matriz (MMPs) en membranas fetales de diferentes especies’.

METALOPROTEINASAS DE MATRIZ EXTRACELULAR.

Las MMPs 6 matrixinas son una importante familia de
endopeptidasas dependientes de iones como zinc (Zn*?) y calcio
(Ca'?), que se han dividido en cinco subgrupos: colagenasas,
gelatinasas, estromelisinas, metaloproteasas de matriz-tipo
membrana (MT-MMPs) y otras MMPs donde se encuentran enzimas
que aun no han sido completamente caracterizadas® (Tabla 1).

Estas enzimas han sido clasificadas de acuerdo a la especificidad
de su sustrato compartiendo las siguientes caracteristicas: 1;
Dominios comunes de aminoacidos-propeptido, dominio catalitico y
dominio hemopexina® (Figura 4) 2; Capacidad de degradar
componentes moleculares de la MEC 3; Especificidad por su
sustrato'® y 4; Inhibicion de su actividad proteolitica por: a) agentes
quelantes que se unen al zinc del sitio activo ( como el &acido
etilendiaminotetracético EDTA)'', b) moléculas inhibitorias como la o,-
macroglobulina'?, 'y c¢) inhibidores tisulares especificos de
metaloproteinasas (TIMPs). Actualmente han sido clonados cuatro
miembros (TIMP-1,-2,-3,-4) de esta familia °.



Tabla 1. FAMILIA DE METALOPROTEINASAS

DE MATRIZ
SUBGRUPOS MMP NOMBRE kDa SUSTRATO
COLAGENASAS MMP-1 Colagena Intersticial 57152 Colagena fibrilar (tipo 1,11, 1ll, VI, X), gelatina.
MMP-8 Colagena de neutrofilo 85/64 Colagena |, li, lIl.
MMP-13 Colagena - 3 52/42 Colagena Il
GELATINASAS MMP-2 Gelatinasa - A 72/66 Gelatinas, colagena IV, V, VI, X, elastina, fibronectina.
MMP-9 Gelatinasa - B 92/80 Gelatina, colagena IV, V, Elastina.
ESTROMELISINAS MMP-3 Estromelisina — 1 57/45 Proteoglicanos, laminina, fibronectina, colagena Ill, IV, V,
IX, gelatina.
MMP-10 Estromelisina — 2 57/44 Proteoglicanos, fibronectina, colagena lll, IV, V, gelatina.
MMP-11 Estromelisina - 3 51/44 Laminina, fibronectina.
OTRAS MMP-7 Matrilisina 28/19 Proteoglicanos, laminina, fibronectina, gelatina, colagena
IV, elastina.
MMP-12 Metaloelastasa 54/22 Elastina, fibronectina colagena IV.
MMP-19 RASI - 1 - Gelatinas.
MMP-20 Enamelisina 54/22 Amelogenina.
METALOPROTEINASAS MMP-14 MT1-MMP 66/54 Pro MMP-2
DE MATRIZ TIPO - MMP-15 MT2-MMP 72/62 Desconocido
MEMBRANA (MT-MMPs) MMP-16 MT3-MMP 64/53 Pro MMP-2
MMP-17 MT4-MMP 57153 Desconocido




DOMINIOS ESTRUCTURALES DE MMPs
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Figura 4. Organizacion esquematica de cada uno de los dominios que integran a las
metaloproteinasas.



Sintesis y secrecion.

A excepcion de las MT-MMPs, que se encuentran ancladas a la
membrana celular en forma de enzima activa, las MMPs son
sintetizadas y secretadas al medio ambiente extracelular en estado de
proenzimas, requiriendo ser activadas por diversos mecanismos. In
vitro la activacion por desnaturalizantes (SDS), agentes caotropicos
(urea), oxidacién y medios quimicos (compuestos mercuriales, acetato
aminofenil mercurico-APMA), ocurre via el mecanismo ‘switch de
cisteina’. De acuerdo a este mecanismo el Unico residuo de cisteina
en la region propéptido de la enzima (secuencia PRCGXPD) mantiene
la latencia de la misma por unirse directamente con el atomo de Zn**
del sitio activo'. La interrupcion de esta interacciéon provoca que la
cisteina reaccione con un SH para evitar la reasociacion de la
cisteina-Zn?*, de esta manera se inicia una cascada de eventos que
alteran la conformacion de la enzima resultando en la activacion de
esta y en el corte del propéptido. Otro mecanismo de activacion es
debido a la tripsina una proteasa no MMP, que corta a la
procolagenasa en Arg36-Asn37 resultando un producto de 46 kDa'®
(Figura 5).

La regulacion de la actividad in vivo de las MMPs se lleva a cabo

a nivel de la transcripcion, en la activacion del estado de proenzima y
la inhibicién de la forma activa por moléculas especificas'®.

IZT.

U.NAM FES
IZTACALA

REGULACION TRANSCRIPCIONAL DE MMPs.

Las MMPs comparten secuencias consenso comunes, la region

promotora contiene una secuencia fnca en timinas y adeninas (caja



ACTIVACION MMPs
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Figura 5. La activacion por proteinasas es debido a que estas actuan sobre el propéptido, lo cual
desestabiliza la interaccion Zinc-Cisteina. Por activacién quimica la cisteina del propéptido reacciona
con un SH. En muchos casos el corte completo del proéptido es debido a la accion de MMPs activas

o intermedias.



TATA), un elemento de respuesta (TRE) a ésteres de forbol y una
secuencia especifica para el activador de polyomavirus (PEA-3). Esta
ultima parece colaborar con TRE acelerando la transcripcion de MMP-
2" La incubacion de células con citocinas (TNFa o IL-1) o 12-O-
tetradecanoil forbol-13-acetato (TPA) induce la expresion de una
familia de proteinas transactivadoras (AP-1) que se unen a el TRE e
inician la transcripcion, asi TPA induce la expresion de colagenasas y
estromelisinas'®.

TGF-B suprime la expresion del RNAm de colagenasas y
estromelisina-1 por unirse a un elemento inhibidor del promotor,
conocido como el elemento inhibitorio TGF-B (TIE). Asi mismo TGF-B,
incrementa los niveles del RNAm de pro-gelatinasa A en diferentes

tipos celulares'® %

ACTIVACION DE proMMPs.
En la literatura se ha reportado la existencia de cuatro diferentes

mecanismos in vivo por los cuales las MMPs pueden pasar de su
estado de proenzima a enzima activa:

1) Activacion extracelular por otras proteinas (no MMPs). Este fue
el primer mecanismo identificado mediador de la activacién de
procolagenasas, como progelatinasa B (MMP-9), proestromelisina-1
(MMP-3) y proestromelisina-2 (MMP-10). Este mecanismo ocurre
cuando el plasminégeno (precursor o zimogeno) es convertido a

plasmina, una proteasa de serina activa, por la accion de alguno de

1)



los dos activadores de plasmindgeno, el activador de plasminogeno
tipo-uroquinasa (uPA) o por el activador de plasminogeno tipo-tejido
(tPA).

E! tPA puede directamente interactuar con componentes de la
matriz extracelular. Una vez convertido el plasminégeno a plasmina,
esta rompe un segmento de 84 aminoacidos de la pro-estromelisina
de fibroblastos y otro de 81 aminoacidos de la colagena intersticial,
resultando en enzimas totalmente activas®' (Figura 6).

2)Activacion extracelular por otras MMPs. La activacion de una
MMP puede ser iniciada por accion de otra MMP. Se tienen datos que
la matrilisina (MMP-7) puede actuar sobre la region propéptido de la
proestromelisina-1 (MMP-3) y pro-gelatinasa B (MMP-9) activando a
ambas MMPs®. La activacion de estromelisina-1 por matrilisina es
similar a la mediada por el APMA y 100 % eficiente. La activacién de
progelatinasa B (MMP-9) por la matrilisina (MMP-7) es eficiente en un
50%, sin embargo la activacion de pro-gelatinasa B puede ser
mediada también por pro-gelatinasa A%, ya que esta ultima corta en
Glu*® -~ Met *' de la Gelatinasa B, generando una enzima con un peso
melecular de 86 kDa**

3) Activacion intracelular de MT-MMPs por furina . La activacion de
MMPs por furina es el Unico mecanismo por el que las MMPs son
activadas antes de la secrecién de la enzima. La furina es una
proteasa de serina que reconoce proteinas con una secuencia RXKR.
La estromelisina 3 (MMP-11) y miembros de las MT-MMPs como MT1
y MT2 son los que tienen un sitio sensible a furina entre el propéptido
y el dominio catalitico®.



ACTIVACION DE MMPs POR PLASMINA
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Figura 6. Activacion de estromelisina-1 y colagenasa intersticial
mediada por plasmina. El plasmindgeno del suero es convertido a
plasmina por el uPA del keratinocito, asi la plasmina subsecuentemente
corta el dominio amino terminal de pro-estromelisina y pro-colagenasa
intersticial.



4) Activacion de MMP-2 por MT-MMPs. Este mecanismo ocurre en
la superficie celular. La asociacion con membranas y un intacto
dominio transmembranal de la MT-MMP es necesario para la
activacion de la progelatinasa-A (MMP-2). La activacion de pro-
gelatinasa A por MT-MMPs es debido a que estas uitimas cortan la
secuencia propéptido de la pro-gelatinasa A resultando una activacion

autocatalitica y generando la gelatinasa A activa®® (Figura 7).

INHIBICION DE LA FORMA ACTIVA.

Una proteina que se encuentra en el suero humano capaz de
inhibir todas las colagenasas investigadas a la fecha de los
vertebrados es la a,-macroglobulina.

Debido a su gran tamafio y a su mecanismo de inhibicion
irreversible tiene un papel limitado a la inhibicién de proteasas que
hayan llegado al flujo sanguineo y no a la regulacién de la
colagenolisis en el intersticio del tejido conectivo?’.

Un factor que desempenia un papel decisivo en |la actividad de las
MMP esta constituido por los TIMPs, esta familia esta integrada por
cuatro distintos miembros: TIMP-1 de 20.6 kDa, TIMP-2 de 21.5 kDa,
TIMP-3 de 216 kDa y TIMP-4 de 22.3 kDa, los cuales son
glicoproteinas de bajo peso molecular que se comportan como
inhibidores especificos de las MMPs. Las caracteristicas principales
que poseen son: presentar 12 residuos de cisteina que forman 6
bandas unidas por puentes disulfuro en una regién altamente
conservada; un dominio N-teminal de = 125 aminoacidos con

secuencia consenso; VIRAK importante para la actividad inhibitoria



ACTIVACION DE MMP-2 POR MT-MMPs

Complejo
MT1-MMP: TIMP-2: proMMP-2

Figura 7. Activacién de MMP-2 por MT-MMPs. El complejo TIMP-2 y proMMP-2 se unen a
MT1-MMP (A). MT1-MMP es capaz de cortar el propéptido de la proMMP-2 (B), resultando
en la activacion de la enzima (C). Abreviaturas: C=regién carboxilo terminal de TIMP-2;
Ca=dominio catalitico de MMP-2 y MT1-MMP; HP=dominio a hemopexina de MMP-2 y MT1-
MMP; N=regién amino terminal de TIMP-2; P=propéptido de MMP-2.



hacia MMP y un C-terminal de = 65 aminoacidos. Constituyen el tercer
mecanismo de regulacion mediante la union de un TIMP a una MMP
activa. La familia de los TIMPs inhiben a las MMPs por unirse con
estequiometria 1:1 para formar complejos no covalentes.

Los TIMP son importantes por establecer un equilibrio entre la
sintesis y la degradacion de la MEC causada por MMPs, la mayoria

se unen a la region catalitica de las MMP y bloquean su accién?®.

LAS MMPS EN LAS MEMBRANAS CORIOAMNIOTICAS.

Estudios realizados en humanos muestran la participacion de
MMPs en el desarrollo embrionario, migracion, proliferacion celular,
morfogénesis, reparacion tisular y apoptosis. Actualmente estas
enzimas se han relacionado con enfermedades humanas, como son
la ateroesclerosis, artiitis reumatoide, cancer y en el area
reproductiva: ovulacion, dilatacion cervical y endometriosis®®.

La expresion de diferentes MMPs en membranas fetales humanas
al final de la gestacion es lo que ha sugerido a diferentes autores,
proponerias como responsables de la degradacion del tejido
conectivo, evento que es asociado con la ruptura de las membranas
fetales humanas tanto espontanea como prematuramente® .

Los estudios sobre ruptura de membranas son de vital
importancia, ya que si este evento se produce antes del término de la
gestacion se convierte en problema de salud publica a nivel mundial.
El tratamiento de esta complicacidon del embarazo sigue siendo
empirico y sin resultados satisfactorios. Por otro lado y debido a la

misma razon del desconocimiento de su etiopatogenia, no existe



medida alguna que permita prevenir su desarrollo. Por ello utilizando
un modelo experimental desarrollado en rata, se propone analizar la
actividad de proteasas que se manifiestan en la fase final de la
gestacion, localizando el momento en el cual sea probable modular su
actividad. Ha llamado la atenciéon que en diversos estudios, reportan
la participacion de distintas MMPs en membranas a término, pero en
su estado de proenzima. Tales reportes hacen necesario investigar
que acontecimientos se estan llevando a cabo en torno al momento
de la ruptura del tejido. Ya que la enzima obligatoriamente debe estar
en su forma activa para poder llevar a cabo la degradacién de la
membrana y consecuentemente su ruptura para la salida del
producto.

OBJETIVOS.

1. Evaluar la actividad gelatinolitica presente en las membranas
fetales de la rata en la etapa preparto (-24 h y -12 h antes del
trabajo de parto) y durante el trabajo de parto (TP).

2. Evaluar la cantidad de enzima en estado latente presente en
las etapas estudiadas.

3. Identificar a las metaloproteinasas responsables de la
actividad gelatinolitica en la membrana fetal de la rata al final
de la gestacion.
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METODOLOGIA.

LUGAR DONDE SE REALIZO EL ESTUDIO.
Bioterio y Laboratorio de la Direccion de Investigacion. Torre de

Investigacion 5° Piso, Instituto Nacional de Perinatologia (INPer).

MUESTRAS BIOLOGICAS.

COLECTA DE MUESTRAS.

Se utilizaron ratas hembras de 250 gramos de peso promedio
de la cepa Wistar que fueron sincronizadas con ciclos de iuz
obscuridad 12/12, lo que permitidé tener animales con 21 dias de
gestacion. Se formaron 5 grupos, cada uno de 4 ratas hembras por
un macho, los cuéles se colocaron juntos durante 12 horas. Al
momento de retirar el macho se tomd citologia vaginal y las ratas
con espema positivo se contaron en el dia 1 de gestacion. La toma
de muestras se hizo a tres tiempos: se sacrificaron ratas en el dia
20 (24 horas antes de TP), dia 21 por la manana (12 horas antes de
TP) y dia 21 por la noche (en TP). Una vez sacrificadas, se procedid

a colectar las membranas fetales.



PREPARACION DEL TEJIDO

Las membranas fetales colectadas, fueron lavadas con solucion
fisiologica para retirar el exceso de sangre. Posteriormente fueron
cortadas en fragmentos y colocadas en amortiguador Tris 50mM pH
7.4, NaCl 150 mM, CaCl, 50 mM y azida de sodio 0.02% para ser
homogenizadas. El homgenado se realizo en un volumen
aproximado de 500 pl por 650 mg de tejido con un Politron
(Brinkmann-Homogenizer, Switzedand) a 4°C. Después el
homogenado fue centrifugado a 10,000 rpm durante 15 minutos a
4°C y el sobrenadante fue colectado y almacenado a -70°C hasta

su analisis.

CUANTIFICACION DE PROTEINAS.
La concentracion de proteina de los sobrenadantes fue
determinada por el método de Bradford (micrométodo)”?, usando

albimina bovina como estandar de referencia.

ACTIVIDAD GELATINOLITICA.

Los sobrenadantes de los homogenados de membranas fetales
se valoraron en su capacidad para degradar un sustrato general de
proteasas (gelatina marcada con 3H) segun el método de Sunada®,
que consiste en incubar 10 ug de proteina de cada una de las

muestras incubadas con 20 ug de sustrato tritiado (actividad
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especifica 1.5 X 10° dpm/mg), en amortiguador Tris 50 mM pH 7.4,
con NaCl 150mM, CaCl, 20mM y azida de sodio 0.02% a 37°C por
24 horas, al término de la incubacién la reaccion se detuvo con
ortofenantrolina, los productos de degradacion enzimatica se
separaron precipitando con dioxano:metanol (4:1), en virtud que la
colagena nativa precipita, mientras que la colagena degradada
permanece soluble. Se centrifugd y se determino radioactividad al
sobrenadante en un contador de centelleo Minaxi B Tri-carb (United
Technologies Packard) Todos los ensayos fueron valorados por
triplicado. La actividad gelatinolitica se expres6 como ug de gelatina
degradada/mg de proteina incubada en 24 horas/37 °C. Se
incluyeron tubos a los que se adiciond 1-10 ortofenantrolina para
actividad basal.

PERFIL DE INHIBICION.

Muestras de exiractos de membranas fetales 10 ug, fueron
incubados con 20 ug de gelatina tritiada, en amortiguador Tris 50
mM pH 7.4, con NaCl 150 mM, CaCl, 20 mM y azida de sodio
0.02% en presencia de diferentes inhibidores de proteinasas:
pepstatina A 1 pyg/mL (PEP) y N-etiimaleimida 20 mM (NEM) que
inhiben especificamente proteasas acidas que contengan
aminoacidos con residuos de cisteina; fluoruro de fenilmetilsulfonilo
10 mM (PMSF) y aprotinina 10 pg/mL (AP), son inhibidores
especificos para proteasas de serina; acido etilendiaminotetracético
20 mM (EDTA) y 1-10 ortofenantrolina 80 mM (OF), que inhiben

proteasas que contienen metal por 24 h a 37 °C.



ACTIVACION DE proMMPs.
Alicuotas de extractos de membranas fetales fueron tratadas
con APMA a concentracion final de 1 mM durante 24 horas a 37°C,

para revelar la presencia de MMPs latentes en las muestras.

Las actividades enzimaticas fueron expresadas como promedio
t+ desviacion estandar. Para el andlisis estadistico se utilizé la
prueba de ANOVA vy valores de p < 0.05 fueron considerados con

significancia.

ZIMOGRAFIA.

Con el objeto de identificar las diferentes actividades
enzimaticas presentes en las extracciones realizadas, alicuotas de
extractos de tejido fueron procesadas mediante la técnica de
geles/sustrato®. Esta técnica consistié en la elaboracion de un gel
con matriz de poliacrilamida al 10% conteniendo SDS mas la
incorporacion de gelatina de piel de cerdo (Sigma Chemical Co.) y
la aplicacion de 10 pg de proteina a cada carril.

Las muestras se corrieron a 10 mA por gel durante 2 horas
aproximadamente, para lo que se utilizo un sistema con formato de
mini-gel (Bio-Rad, Richmond, CA). El SDS fue eliminado con dos
incubaciones en Triton X-100 al 2.5% por 10 minutos cada una,
posteriormente se enjuagaron con agua bi destilada y se
mantuvieron por 24 horas a 37°C en un amortiguador de Tris 50 mM

pH 7.4 con NaCl 150 mM, CaCl, 20 mM, geles idénticos fueron



incubados en presencia de 1,10-ortofenantrolina 80 mM. Al final de
la incubacién los geles fueron tefidos con azul brilante de
Comassie R-250 y destefidos con acido acético 7.5% y metanol
5%.

En cada una de las corridas se incluyeron una alicuota del
marcador de peso molecular pretefiido con rango de 14 a 200 kDa
(Gibco BRL, Gaithersburg, MD) y una alicuota con marcador de
actividad conocida: sobrenadante de células U937 el cual presenta
2 bandas de migracion correspondientes a MMPS y MMP2 en
estado de proenzima®. Con esta técnica se pudieren apreciar a las
enzimas que presentan actividad gelatinolitica como bandas de lisis
contra un fondo de sustrato no degradado.

ACTIVACION CON APMA

Alicuotas de 10 pg de de proteina de los extractos de MF
fueron incubadas con APMA, durante 4 horas a 37 °C.
Posteriormente estas muestras fueron sometidas a su analisis bajo

la tecnica de zimografia.
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RESULTADOS.

1. ACTIVIDAD GELATINOLITICA EN HOMOGENADOS DE
MF

La actividad enzimatica de las muestras obtenidas 24 horas antes
del trabajo de parto fue 84.2 + 24 ug de gelatina degradada/mg de
proteina incubada, para 12 horas antes del trabajo de parto fue de
202.35 £ 60.10 ug de gelatina degradada/mg de proteina incubada y
en las muestras obtenidas en TP fue de 350 + 38 (p < 0.001). Se
observé de esta manera mayor actividad gelatinolitica en los extractos

de MF en el momento del TP (Figura 8).

2. PERFIL DE INHIBICION DE PROTEASAS

La actividad gelatinolitica basal de muestras obtenidas al
momento del TP fue: 310.60 + 25.40 pg de gelatina degradada/mg de
proteina incubada, al tratarse las muestras con los diferentes

inhibidores se obtuvieron los siguientes valores y % de inhibicion:
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ACTIVIDAD GELATINOLITICA

Microgramos de gelatina degradadalmg proteina
incubada
#

Figura 8. Actividad especifica de |os extractos tisulares obtenidos 24 horas antes del trabajo
de parto (TP), 12 horas antes de TP y en TP. La mayor actividad gelatinolitica encontrada fue
para las muestras obtenidas en TP. significativas entre cada uno de los grupos de muestras
analizados. El asterisco (*) sefiala la existencia de diferencias significativas (p < 0.001) entre
cada uno de los grupos de muestras analizados.



Inhibidor | upgdegelatina | % de inhibiciéon |
degradada/mg
proteina incubada

pepstatina A 292+27 64

N-etimaleimida |  301%18 ' 3.4

fluoruro de 227 +9 ¥ 274 |
fenilmetilsulfonio |

aprotinina 236 £ 11 257
' &cido B il 51+8 j 84.4
| etilendiaminotetracético ’

ontofenantrolina 28+6 i 91.1

Se encontré que la menor actividad enzimatica se obtuvo al tratar las
alicuotas con OF y EDTA (Figura 9)
Este perfil de inhibicion fue indistinguible al compararlo con el perfil de

muestras obtenidas 12 h antes del trabajo de parto.

Como se muestra al analizar los porcentajes de inhibicion de la
actividad especifica para cada familia de proteasas, la actividad
enzimatica presente en las muestras esta dada en su mayoria por
metaloproteasas, existe también actividad de proteasas de serina
aunque en menor proporcién con respecto a la familia anterior y la
minima actividad encontrada fue dada por proteasas acidas y

proteasas de cisteina



PERFIL DE INHIBICION DE PROTEASAS
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P <.001
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Figura 9. Se muestra el perfil de inhibiciéon de las proteasas presentes en
extractos de tejido obtenidos en el dia 21 de la gestacién de la rata, con los
siguientes inhibidores: pepstatina A (Pep A), N-etilmaleimida (NEM), fluoruro
sulfonil fenilmercurico (PMSF), aprotinina (AP), acido etilendiaminotetra acético
(EDTA) y ortofenantrolina (OF).



3. ACTIVACION DE HOMOGENADOS DE MF CON APMA.

Los resultados obtenidos con el sustrato marcado, al ser
incubadas las muestras de tejido con APMA revelaron actividad de
gelatinasa latente.

En los extractos de 24 horas antes del trabajo de parto se obtuvo un
valor de: 84.2 + 24 ug de gelatina degradada/mg de proteina incubada
aumentando este valor cuando se incubo con APMA a 100 + 41.8 ug
de gelatina degradada/mg de proteina incubada; 12 horas antes del
trabajo de parto se obtuvo 20235 % 60.10 pg de gelatina
degradada/mg de proteina incubada, aumentando significativamente
(p < 0.05) con APMA a 455.4 + 118.22 ug de gelatina degradada/mg
de proteina incubada y en TP el valor obtenido fue 350 + 38 g de
gelatina degradada/mg de proteina incubada, incrementandose con
APMA a: 380 + 62 pg de gelatina degradada/mg de proteina.

Esto reveld que 12 h antes del trabajo de parto se observa la mayor
cantidad de enzima latente presente en el tejido. Con respecto a las
muestras de 24 horas antes del trabajo de parto y en trabajo de parto
la actividad gelatinolitica no se vio modificada significativamente
(Figura 10).

4. CARACTERIZACION DE METALOPROTEASAS

El corimiento de las muestras con la técnica de geles sustrato
mostré que 24 horas antes del trabajo de parto, aparecieron dos
bandas de lisis con peso molecular estimado de 65 kDa y 72 kDa que
se mantienen hasta el trabajo de parto. Sin embargo, 12 horas antes

del trabajo de parto se observa una banda de 92 kDa junto con las



ACTIVIDAD DE GELATINASA
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Figura 10. Actividad Gelatinolitica de los extractos tisulares después de
ser incubados en presencia del organomercurial (+ APMA). El asterisco (*)
seflala la existencia de diferencia significativa (p < 0.05) en las muestras
obtenidas 12 horas antes de trabajo de parto.



dos ya existentes. De acuerdo a sus pesos moleculares y al marcador
de actividad (sobrenadante de la linea U-937) estas bandas
corresponden ordenandolas de menor a mayor peso a MMP-2,
proMMP-2 y proMMP-9 respectivamente.

La banda correspondiente a la proMMP-8 en TP mostré un
incremento del 34.43% con respecto a la intensidad observada 12
horas antes del trabajo de parto (Figura 11).

Geles idénticos que incubados en presencia de 1-10
ortofenantrolina, no revelaron actividad proteolitica, confirmando su

identidad de metaloproteinasas.

5. ACTIVACION CON APMA POR ZIMOGRAFIA.

El patron de actividad en la zimografia, se modificé después de
la incubacién con el organomercurial APMA, aumentando
considerablemente las bandas de lisis de las metaloproteinasas antes
descritas. Llamando la atencidén que la muestra obtenida 12 h antes
del trabajo de parto reveldé nuevas bandas de lisis con alto peso
molecular, ademas de las ya existentes, Para efecto de observar con
claridad los pesos moleculares de cada una de estas bandas, se
realizé una dilucion 1:10 y fue corrida nuevamente en gel, de tal
manera que logramos observar bandas desde los 89 kDa de peso
molecular hasta los 200 kDa. (Figura 12). Este resultado reafirmo los

datos obtenidos para actividad latente mostrados en la figura 10.



ZIMOGRAMA

Figura 11. Actividad gelatinolitica presente en extractos de tejido obtenida por zimografia.
Carril 1: C control de actividad obtenido de la linea celular monocitica U-937( proMMP-9 =92 kDa
y proMMP-2 =72 kDa. Carril 2 y 3: muestras obtenidas 24 y 12 horas antes del trabajo de parto.
Carril 4: TP representa trabajo de parto, observando la aparicién de tres bandas de lisis a partir de
-12 y en TP proMMP-9 (92kDa), proMMP-2 (72kDa) y MMP-2 (65kDa).



ZIMOGRAMA

200 kDa
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Figura 12. Actividad gelatinolitica de los extractos tisulares después de ser incubados
con APMA. Carril 1: control de actividad obtenido de la linea celular U-937 que
contiene proMMP-9 (92 kDa) y pro MMP-2 (72 kDa). Carril 2: -24 horas antes del
trabajo de parto (TP). Carril 3: -12 horas antes de TP. Carril 4. muestra obtenida en TP.
Carril 5: dilucién 1:10 de la muestra obtenida -12h antes de TP.



DISCUSION.

Durante la gestacion las membranas fetales delimitan el ambiente
del feto, o protegen y tienen funciones que le permiten su desarrollo
hasta el momento del trabajo de parto’. Estas membranas
dependiendo de la especie pueden recibir diferentes nombres, sin
embargo al analizar su estructura observamos que la composicion es
semejante, existiendo estudios donde se muestra que hacia la etapa
final de la gestacion sufren cambios en la organizacion del tejido
epitelial y conectivo, sugiriendo que hay modificaciones que conducen
a las membranas fetales a romperse durante este periodo® *. El
modelo desarrollado en la rata permitidé abordar en la fase final de la
gestacion, el analisis bioquimico de los cambios que estan ocurriendo
en las membranas. Ademas de ser reproducible y economico el
estudio no podria ser posible en el humano por la toma de muestras

de manera secuencial al final del embarazo.

Datos en la literatura muestran que tanto en la rata como en el
humano hay pérdida de colagena en el periodo inmediato antes del
trabajo de parto, paralelo a la disminucion de la fuerza tensl de las
membranas fetales®. Esta observacién ha hecho que diferentes
autores lo asocien al aumento en la expresidon de distintas MMPs
momentos antes de iniciar el trabajo de parto®. El uso de este modelo
permiti® mostrar que la membrana fetal de la rata cuenta con un
sistema de degradacion de tejido conectivo finamente regulado,

caracterizado por el aumento de las actividades enzimaticas en las



horas previas al desarrollo del trabajo de parto. Estas enzimas son en
su mayoria metaloproteinasasas detectables en las membranas. Cabe
hacer notar que 12 horas antes del trabajo de parto es cuando se
presentd la mayor parte de la actividad proteolitica al activar a las
proenzimas con APMA. Por datos obtenidos en el laboratorio se sabe
que esta actividad tambien se vio aumentada en el liquido amniético
de la misma edad gestacional. Sin embargo nunca alcanzo los valores
por nosotros obtenidos. Mostrando que las enzimas se concentran en
el compartimiento donde ejerceran su actividad catabolica, que
resultara en la degradacion de tejido conectivo y la ruptura de la
membrana. El perfil de proteasas y sustratos demostré que la mayor
parte de las enzimas que aumentan al acercarse el parto, son
gelatinasas dependientes de Zn*’, es decir metaloproteinasas y nos
permite proponer la posible composicion de familias de proteasas que
se encuentran presentes el la membrana fetal al final de la gestacion
(Figura 10). La identificacion por zimografia de estas
metaloproteinasas en solucion condujo a identificar a la MMP-2 y
MMP-9 como las enzimas mas abundantes. La actividad enzimatica
de la MMP-2 se mantuvo constante durante la etapa preparto (24
horas y 12 horas antes del TP) y en la etapa de TP y confirmamos
hallazgos de otros autores que han sefalado que esta enzima
pareciera ser expresada de modo constitutivo y ser la responsable de
mantener el recambio de la matriz extracelular de la membrana
durante la gestacion®. Es posible que estos hallazgos puedan ser
explicados por la inhibicion selectiva de la MMP-2 por su inhibidor
especifico TIMP-2 que a diferencia del TIMP-1, no se modifica hacia
el final de la gestacion®. Por otro lado, la pro MMP-9, apenas fue
detectable en algunas muestras obtenidas 24 horas antes del trabajo

de parto, pero siempre estuvo presente al acercarse el final de la
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gestacion (12 horas antes del trabajo de parto). Estos datos
concuerdan con lo ya citado en la literatura, en donde hay aumento de
la expresion del gene de la MMP-9 al final de la gestacion®. Lo
anterior permite reforzar la idea de que la MMP-9 al actuar en
conjunto con la MMP-2, serian las responsables de las alteraciones
que sufren las membranas como prologo a su ruptura. Es preciso
reconocer que aunque no fueron identificadas en este estudio, existen
otras enzimas involucradas en el proceso que pueden perienecer a
cualquiera de las familias ya mencionadas (Figura 13).

Una primer interrogante de los resultados presentados es la
observacion de que no se demostré la forma activa de la MMP-9 dato
que concuerda con un gran numero de trabajos realizados donde
generalmente reportan a esta enzima con peso molecular de 92 kDa?
* Sin embargo, tal y como lo demostraron los ensayos con APMA, es
posible revelar la latencia de la enzima con un pico 12 horas antes del
trabajo de parto.

CONCLUSION.

Con base en lo anterior podemos concluir que a pesar de existir
reportes que observan aumento en la expresion de la MMP-9 por
datos de "Western blot" *° zimografia y activacion con APMA, la
regulacién de su actividad catalitica se ejerce a nivel de la activacién
de la proenzima.

Dentro de los posibles mecanismos que podrian ser responsables
de la latencia de la enzima, se pensod en la interaccion de la enzima

con su inhibidor especifico, sabiendo que las membranas amnioticas
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MODELO HIPOTETICO DE PROTEASAS

Proteasas acidas

Proteasas de serina

%

sisteina

Figura 13. Representacion hipotética de el porcentaje de
protreasas encontradas en los extractos tisulares (MF).
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producen TIMP-1"". No obstante por resultados obtenidos también en
el laboratorio, se ha observado que TIMP-1 se encuentra disminuido
al final de la gestacion.

Existen estudios donde se ha senalado a MMP-2 actuar como
activador de la pro MMP-9%, por lo que la presencia de esta enzima
en la etapa final de la gestacion, podria estar relacionada con la
activacién de la proenzima que aparece en el momento adecuado
para ejecutar su funcion, de tal manera que degrade y produzca la
ruptura de la membrana.

Sin embargo en los Gltimos experimentos realizados, enfocados
en las muestras obtenidas doce horas antes del trabajo de parto
sugieren que en la activacién de la pro MMP-9 participan mas de una
MMP, ademas de cofactores para desencadenar su accion, lo que
marca el inicio del mecanismo de activacion de esta enzima

momentos antes del trabajo de parto.

IZT.

IZTACALA
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