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RESUMEN

1. RESUMEN

El parto humano es resultado de multiples eventos fisiolégicos que incluyen la
sincronizacion de las contracciones uterinas, dilatacion del cérvix y la ruptura
de las membranas fetales (MF). Es posible que las MF se rompan en ausencia
de los eventos antes mencionados y aparezca una patologia obstétrica
denominada ruptura prematura de membranas (RPM). La ruptura de las MF se
relaciona con la expresion y actividad andmala de una familia de enzimas
denominadas metaloproteasas de matriz extracelular (MMPs), donde la
colagenasa tipo IV de 92 kDa (MMP-9), ha sido considerada como un marcador
bioquimico del evento de ruptura de las MF. Para entender la fisiopatologia de
la RPM es de gran importancia estudiar los mecanismos que regulan la
actividad enzimatica. En este trabajo se caracterizé la cinética de secrecion y
activacion de la MMP-9 utilizando un modelo de cocultivo de leucocitos
placentarios y MF durante 12, 24, 36 y 48 h, provenientes de mujeres con
embarazos a término sin trabajo de parto (TP). Se demostré la existencia de
una cinética de secrecion de proMMP-9 al menos hasta las 24 h en el cocultivo
como producto de la interaccion de las poblaciones celulares de las MF y los
leucocitos, y se observé que a las 12 h, la mayoria de la enzima se encuentra
como zimégeno (92 kDa), apareciendo a las 24 h una especie de MMP-9 de 82
kDa, que corresponde a la forma activa de la MMP-9, que se mantiene hasta
las 48 h. El perfil de proteasas presentes en los medios de cocultivo indicé que
la mayor parte de las enzimas que son secretadas correspondian a
metaloproteasas, logrando cuantificar ademas de la MMP-9, a la MMP-1, MMP-
3 y MMP-7. El ensayo mostré que el Unico miembro de las MMPs que se
encontraba aumentado cuando se da la aparicion de la forma activa de la
MMP-9 era MMP-3. La adiciéon de un anticuerpo anti MMP-3 y un inhibidor
especifico para MMP-3 al cocultivo, impidié la activacion de la MMP-9, con lo
gue se determindé a la MMP-3 como uno de los posibles activadores de la
proMMP-9. Estos resultados indican que la interaccién de leucocitos de
placenta con las poblaciones celulares de las MF antes de iniciar el TP,
representa una fuente potencial de mediadores que pueden inducir la
degradacion del tejido conectivo, representada al menos por una cinética de

secrecion de MMP-9 y su posterior activacion por MMP-3.
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2. ABSTRACT

The human delivery is been of multiple physiologic events that include the
synchronization of the uterine contractions, dilation of the cervix and the rupture
of the fetal membranes (MF). it is possible that the MF breaks before in
absence of the events mentioned and appear a pathology obstetric
denominated premature rupture of membranes (RPM). The rupture of the MF is
related with the expression and anomalous activity of a family of enzymes
denominated matrix metalloproteases (MMPs), where the collagenase type IV
of 92 kDa (MMP-9), it has been considered as a biochemical marker of the
event of rupture of the MF. To understand the physiopathology of the RPM it is
of great importance to study the mechanisms that regulate the enzymatic
activity. In this work it was characterized the kinetics of secretion and activation
of the MMP-9 using a model of co-culture of leukocytes from placenta and MF
during 12, 24, 36 and 48 h, coming from women with pregnancies to term
without childbirth work (TP). the existence of a kinetics of proMMP-9 secretion
was demonstrated at least until the 24 h in the co-culture like product of the
interaction of the cellular populations of the MF and the leukocytes, and it was
observed that to the 12 h, most of the enzyme is as zymogens (92 kDa),
appearing to the 24 h kind of a MMP-9 of 82 kDa that corresponds to the active
form of the MMP-9 that stays until the 48 h. The profile of present proteases in
the co-culture means indicated that most of the enzymes that you/they are
secreted corresponded to matrix metalloproteases, being able to quantify
besides the MMP-9, to the MMP-1, MMP-3 and MMP-7. The assay showed that
the only member of the MMPs that was increased when one gives the
appearance in the active way of the MMP-9 it was MMP-3. The addition of an
antibody anti MMP-3 and a specific inhibitor for MMP-3 to the co-culture,
impeded the activation of the MMP-9, with what was determined the MMP-3 like
one of the possible activators of the proMMP-9. These results indicate that the
interaction of placenta leukocytes with the cellular populations of the MF before
beginning the labor, represents a potential source of mediators that you/they
can induce the degradation of the tissue connective, represented at least by a

kinetics of secretion of MMP-9 and its later activation by MMP-3
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MECANISMOS DE ACTIVACION DE LA COLAGENASA TIPO IV DE 92
kba EN UN MODELO DE COCULTIVO DE LINFOCITOS Y
MEMBRANAS FETALES HUMANAS.

3. INTRODUCCION.

El parto humano es el resultado de multiples eventos fisiolégicos que incluyen
al menos la sincronizaciéon de las contracciones uterinas, dilatacion del cérvix y
finalmente la ruptura de las membranas fetales (MF) para permitir el nacimiento
del producto. No obstante, existe la posibilidad de que las MF se rompan sin
gue se presente ninguno de los otros eventos antes mencionados, que
caracterizan el trabajo de parto normal (TP). Cuando las MF se rompen en
ausencia de TP, se le denomina ruptura prematura de membranas (RPM),
patologia que se define como la pérdida de continuidad de las MF con salida de
liquido amniotico transvaginal en ausencia de TP y se presenta en embarazos

mayores de 20 semanas®.

La RPM es un problema grave de salud, ya que condiciona un riesgo que
depende de manera directa de la edad gestacional en que se presente y pone
en peligro tanto la vida del producto, como la de la madre?. La RPM es la causa
de la tercera parte de los nacimientos prematuros que ingresan a terapia
intensiva neonatal y es la responsable directa de la quinta parte de las muertes
de estos neonatos®. La frecuencia con que la RPM aparece en nuestro pais es
al menos del 10% de todos los embarazos y en el Instituto Nacional de
Perinatologia “Isidro Espinosa de los Reyes” (INPerlER), su prevalencia es alta
por la naturaleza de la institucion, que concentra poblacién de riesgo elevado,

alcanzando la cifra de 12% de los nacimientos”.

Existen aun mucha controversia en todos los dmbitos relacionados a la RPM, a
pesar de que ha sido estudiada desde hace tiempo y en la actualidad se
considera que su etiopatogenia es multifactorial y el mecanismo exacto que la

desencadena no ha sido completamente esclarecido.
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Algunas de las aportaciones al estudio de la RPM han propuesto que el
mecanismo molecular relacionado con la RPM implica diversos procesos
bioquimicos, entre los que se encuentran un aumento en la degradacion de la
colagena en el amnios de las MF®, la alteracién morfoldgica en la zona cervical
gue se manifiesta como un adelgazamiento en la capa del trofoblasto asi como
en la decidua materna® y la induccién de la sintesis de enzimas que degradan

la matriz extra celular (MEC)".

El aumento en la actividad colagenolitica de las MF para facilitar la su ruptura,
ha sido relacionado con la actividad anormal de una familia de enzimas
denominadas metaloproteasas de matriz extracelular (MMPS), que se expresan
en el amnios y en la coriodecidua, siendo las responsables de inducir la
degradacion de forma selectiva de los componentes de la MEC de las MF. La
expresion y actividad de estas enzimas, fuera de sincronia con otros eventos

del TP podrian explicar la RPM?,

Ademas se considera que la RPM es el resultado de una compleja red de
sefalizaciones, poco caracterizada entre poblaciones celulares que se
localizan en la interfase entre la madre y los tejidos fetales es decir entre las
MF, la placenta y la decidua®. Esto solo parece una explicacion parcial del
problema, ya que debe existir un mecanismo asociado a la degradacion de los
diferentes tipos de colagenas que contienen las MF que permite la activacion
de estas enzimas en el tejido y de esta manera pueda darse una disminucién

en la fuerza ténsil de las MF, lo que sumado permita la ruptura de las MF.

Estudios previos han demostrado la actividad de algunas metaloproteasas de
matriz extracelular (MMPs) en el liquido amnidtico y su expresion en las
membranas fetales durante el trabajo de parto o en la RPM y su probable papel
en el desarrollo de la ruptura de las MF. Se han detectado la presencia de
colagenasa intersticial (MMP-1)*°, estromelisina 1, 2 y 3 (MMP-3, -10 y -11)*,
matrilisina (MMP-7)'?y la colagenasa tipo IV de 92 kDa o0 MMP-9%, que es una
enzima que se expresa de manera selectiva hacia el final de la gestacién, por

lo que ha sido postulada como un marcador bioquimico del evento de ruptura’.
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Asi mismo, la identificacion de los inhibidores tisulares especificos para estas
MMPs, conocidos como TIMPs y su determinacién cuantitativa han contribuido
a postular que en el momento final de la gestacion, previo a la ruptura de las
membranas, se genera una combinacién entre las MMPs y los TIMPs que
promueve la proteolisis del las MF y que se manifiesta con mayor expresion y
activacion de las MMPs y disminucién en la concentracion tisular de los
TIMPs™ .

La familia de las MMPs es secretada al espacio extracelular en forma de
enzimas latentes, las cuales requieren ser activadas por diferentes
mecanismos para poder llevar a cabo su actividad proteolitica'®. Hasta la fecha,
el mecanismo fisiologico de activacion de las MMPs en los diferentes tejidos es
desconocido y en relacion a lo que sucede durante el trabajo de parto normal o
patoldgico, se desconoce en su totalidad. En este sentido, el evento de ruptura
de las membranas constituye un modelo natural en el que se puede analizar la
activacion obligada de esta familia de enzimas en un espacio de tiempo muy
circunscrito. En este trabajo se aborda la identificacién inicial de un mecanismo
de activacion de MMPs, tomando en consideracién las condiciones que se

supone rodean a las membranas fetales durante el trabajo de parto.

4. ANTECEDENTES.

4.1 MEMBRANAS FETALES HUMANAS.

Las MF estan formadas por dos tejidos, el amnios y el corion, que se
encuentran superpuestos uno al otro, formando una unidad estructural y
funcional. Ambos tejidos los constituyen diferentes tipos celulares, entre ellos,
células epiteliales, inmunoldgicas y trofoblasto, que se encuentran embebidos
en una matriz extracelular en donde el mayor constituyente es la familia de las

colagenas™®. La placenta y las MF son estructuras altamente organizadas que
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participan en la interaccidbn materno/fetal, que garantiza el mantenimiento del
embarazo y el desencadenamiento del trabajo de parto.*’

Las MF intervienen en el mantenimiento de la homeostasis del feto, siendo una
interfase altamente especializada entre la madre y el feto que proveen junto
con el liquido amniotico proteccion mecanica, aislando al producto durante la
gestacion. Esta estructura es sumamente dinamica, ademas de que protege al

feto contra infecciones ascendentes del tracto genital materno®.

El tejido amnidtico esta compuesto de cinco distintas capas, la capa mas
interna 6 proxima al feto es el epitelio amni6tico que se encuentra en contacto
directo con el liquido amnidtico, este epitelio secreta colagenas de tipo Il y IV,
asi como algunas glucoproteinas, principalmente la laminina y la fibronectina,
que forman la siguiente capa del amnios llamada membrana basal, la cual no
contiene vasos sanguineos. Contigua a esta Ultima, se localiza la capa
compacta, compuesta de tejido conectivo, en la cual los principales
componentes son las colagenas intersticiales del tipo | y lll, las cuales forman
el esqueleto fibroso principal del amnios, que confiere gran fuerza mecanica al
amnios. Otros tipos de coldgenas que se encuentra en esta capa son las tipos
V y VI que dan lugar a la formacién de redes filamentosas entre la coladgena
intersticial y el epitelio de la membrana basal. La fuerza ténsil del amnios
depende de la colagena que se encuentra en esta capa. En el siguiente estrato
histologico se encuentra la capa de fibroblastos, donde se encuentran
macrofagos envueltos en la matriz extracelular y células mesenquimales que
son responsables de la secrecion de la colagena encontrada en la capa
anterior. Finalmente se localiza la capa intermedia o capa esponjosa, la cual
limita al amnios y el corion. Esta capa contiene gran cantidad de colagena tipo
lIl'y proteoglicanos, que tienen como funcién principal absorber el estrés fisico
0 mecanico del feto asociado a los movimientos del mismo, permitiendo que el

amnios se deslice suavemente sobre el corion subyacente.*” 2,
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Tipos de colagena Otros
Epitelio amni6tico componentes
Membrana basal .
Capa compacta iz 4— Tipo IV Elastina e
Tipo |, 1ll, V, VI Integrinas

Capa de fibroblastos
Capa esponjosa

A Tipo I, lll, V
Capa reticular ~———p : e s algunos tipo IV y VI
. = '.- Proteoglicanos:
Pseudo ¢ Tipo IV Condroitin/dermatan
membrana basal At
Citotrofoblasto <+— Tipolv
corionico algunos tipo V ) )
Fibronectina
Laminina
Integrinas
Decidua materna Heparan
TipoIVyV sulfato )
algunos tipo |, IlI Proteoglicanos

Fig. 1. Distribucion de los diferentes tipos de colagenas y otros componentes que

integran las MF.

El tejido del corion es la zona histologica de mayor espesor en las membranas
fetales. La capa reticular se encuentra adyacente a la zona esponjosa del
amnios y es seguida de una estructura tipo membrana basal que delimita la
capa final del trofoblasto. Parte del corion se encuentra interdigitada con la

decidua uterina’’ (Figura 1).

La MEC de las MF es abundante en diferentes tipos de colagenas, ya que esta
constituida en su mayoria por diferentes tipos genéticos, entre las mas
abundantes podemos encontrar a las colagenas tipo I, lll, IV, y VI entre otras*®,
las cuales pueden ser degradadas por la familia de las Metaloproteinasas de
matriz extracelular (MMPs)™.

4.2 METALOPROTEASAS DE MATRIZ EXTRACELULAR (MMPSs).

La degradacion de la MEC en las MF es realizada por una familia de enzimas

dependientes de Ca®" y Zn**, denominadas metaloproteasas de matriz
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extracelular (MMPs)®. Estas enzimas pueden subagruparse estructuralmente
de acuerdo a la homologia que muestran en sus dominios y a la especificidad
por su sustrato en: colagenasas, gelatinasas, estromelisinas,
metaloproteasas de matriz asociadas a membrana (MT-MMPSs) y otras
MMPs, donde se encuentran enzimas que aun no han sido completamente

caracterizadas® (Tabla 1).

La regulacion de la actividad in vivo de las MMPs se lleva a acabo a tres
diferentes niveles: regulacion transcripcional, activacion del estado de

proenzima e inhibicién de la forma activa por moléculas especificas®.

4.3 REGULACION TRANSCRIPCIONAL DE MMPs.

Las MMPs comparten secuencias consenso que son comunes a toda la familia,
la region promotora contiene una secuencia rica en timinas y adeninas (caja
TATA), un elemento de respuesta a ésteres de forbol (TRE) y una secuencia
especifica para el activador de poliomavirus (PEA-3). Esta Ultima parece
colaborar con TRE acelerando la transcripcién de MMP-22%, La incubacién de
células con citocinas como el factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-q),
interleucina-1 beta (IL-1B) 6 12-O-tetradecanoilforbol 13-acetato (TPA) pueden
inducir la expresion de una familia de proteinas trans activadoras (AP-1) que se
unen a el TRE e inician la transcripcion, asi TPA induce la expresion de

colagenasas y estromelisinas®.

Se sabe que el factor de crecimiento transformante-beta (TGF-) es capaz de
suprimir la expresion del RNAm de colagenasas y estromelisinas, como es el
caso de MMP-3 al 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 MMP-2 en diferentes tipos celulares > %°.
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Tabla 1. FAMILIA DE METALOPROTEASAS DE MATRIZ
EXTRACELULAR.

SUBGRUPOS

NOMBRE

SUSTRATO

MMP-1
COLAGENASAS

MMP-8

MMP-13

MMP-2

GELATINASAS

MMP-9

MMP-3

ESTROMELISINAS MMP-10

MMP-11

MMP-7

OTRAS MMP-12

MMP-19

MMP-20

METALOPROTEASAS /1o 14

DE MATRIZ ASOCIADAS | /vio 1

A MMP-16

MEMBRANA MMP-17
(MT-MMPs)

Colagenasa intersticial

Colagenasa de neutréfilo

Colagenasa-3

Gelatinasa A

Gelatinasa B

Estromelisina-1

Estromelisina-2

Estromelisina-3

Matrilisina

Metaloelastasa
RASI-1

Enamelisina

MTI-MMP

MT2-MMP
MT3-MMP
MT4-MMP

57/52

85/64

52/42

72168

92/86

57/45

57/44

51/44

66/54
72162
64/53
57/53

Coléagena fibrilar (tipo 1,11, 111, VI, X),
gelatina.

Colagena I, II, III.

Colagena Il

Gelatinas, colagena IV, V, VII, X,

elastina, fibronectina.

Gelatina, colagena 1V, V, elastina.

Proteoglicanos, laminina, fibronectina,
colagenal lll, IV, V, IX, gelatina.
Proteoglicanos, fibronectina, colagena lll,
IV, V, gelatina.

Laminina, fibronectina.

Proteoglicanos, laminina, fibronectina,
gelatina, colagena IV, elastina.
Elastina, fibronectina colagena IV.
Gelatinas.

Amelogenina.

Pro MMP-2
Desconocido
Pro MMP-2

Desconocido

Tabla 1.0Organizacion de familia de MMPs, se muestra su afinidad por sustrato, peso
molecular en ambas formas, enzima latente y enzima activa.
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4.4 ACTIVACION DE MMPs.

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 y requieren ser
activadas por diversos mecanismos para poder llevar a cabo su funcion.
La activacion de las MMP in vitro puede llevarse a cabo por agentes no
proteoliticos, que incluye a compuestos desnaturalizantes como el dodecil
sulfato de sodio (SDS) y el tiocianato de sodio (NaSCN); también pueden ser
activadas por agentes caotropicos como la urea [(NH2)2CO], por compuestos
oxidantes como el hipoclorito de sodio (NaOCI) y por organomercuriales como
el acetato amino fenilmercurico (APMA), los cuales actian via el mecanismo
del “switch de cisteina” propuesto por Van Wart en 1990. De acuerdo a este
mecanismo la base fundamental para la activacion, es la disposicion del
residuo de Cys73 en la region del propéptido de la enzima. Este residuo no se
encuentra accesible en la enzima latente, pero es expuesto o modificado por
tratamiento con agentes proteoliticos. Se propone que la Cys73 de la enzima
latente estd unida de manera coordinada al 4&tomo de Zn?* del sitio activo de
manera que bloquea a éste.?’. Todos los modelos de activacion llevan a la
disociacion de la Cys73 del 4tomo de Zn** con una exposicién concomitante
del sitio activo. La interrupcion de esta interaccion provoca que la cisteina
reaccione con un SH para evitar la reasociacion de la Cys73 con el atomo de
Zn**, de esta manera se inicia una cascada de eventos que alteran la
conformacion de la enzima resultando en la activacion de ésta y en el corte del
propéptido?®.
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 proteasa (no MMPSs).

2) Activacion extracelular por otras MMPs.

3) Activacion intracelular de MT-MMPs por furina.

4) Activacién de proMMP-2 por MT-MMPs?
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1) Activacioén extracelular por otras proteinas (no MMPs). Este fue el primer
mecanismo identificado como mediador de la activacion de proMMP-9,
proMMP-3 y proMMP-10. Este mecanismo ocurre cuando el plasminégeno
(precursor o zimégeno) es convertido a plasmina, una proteasa de serina
activa, por la accion de alguno de los dos activadores de plasmindégeno, el
activador de plasminégeno tipo uroquinasa (uPA) o por el activador de
plasmindgeno tipo tejido (tPA). El tPA puede directamente interactuar con
componentes de la matriz extracelular. Una vez convertido el plasmindégeno a
plasmina, ésta rompe un segmento de 84 aminoacidos de la proMMP-3 y otro
de 81 aminoacidos de la proMMP-1, resultando en enzimas totalmente activas,
a diferencia de proMMP-9 que solo es parcialmente activada en10-30%>°
(Figura 2).

fibroblasto
@ T I=>
4
uPA
lasminégeno
P ~g
prOMMP_l eyt
(colagenasa intersticial proMMP-3
52 y 57 kDa) uP (estromelisina-1
60 kDa)
<__. ................................... __’
plasmina

/ MMP-3 activa
MMP-1 \

parcialmente activa
Degradacion de la

MMP-1 activa .
matriz extracelular

(40 kDa)

Figura 2. Activacion de proMMP-3 (estromelisina-1) y proMMP-1 (colagenasa
intersticial) mediada por plasmina. El plasminégeno del suero es convertido a plasmina
por el uPA del keratinocito, asi la plasmina subsecuentemente corta el dominio amino
terminal de proMMP-3 y proMMP-1.
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2) Activacion extracelular por otras MMPs. La activacién de una MMP puede
ser iniciada por accion de otra MMP. Se ha demostrado que la MMP-7 puede
actuar sobre la region propéptido de la proMMP-3 y de la proMMP-9, activando
a ambas MMPs®. La activacion de proMMP-3 por MMP-7 es similar a la
mediada por el APMA e igualmente eficiente, mientras que la activacion de
proMMP-9 por la MMP-7 resulta en la activacion equivalente al 50%. Sin
embargo, existen datos que indican que la activacion de proMMP-9 puede ser
mediada también por MMP-2, ya que esta Ultima corta en la region del
aminoacido Glu40-Met41 de la proMMP-9, generando una enzima activa con
peso molecular de 86 kDa®** 3. También se conoce que la MMP-26 es capaz
de activar a proMMP-9 al romper proteoliticamente en la posicién Ala93-Met94,
este proceso de activacion es mas estable que el que lleva acabo la MMP-734.
Otro mecanismo de activacion de la proMMP-9 es mediado por la MMP-10,
esta gelatinasa es totalmente activada y procesada a especies de diferente
peso molecular que incluyen formas de 81, 65, 57, y 55 kDa. Se conoce que el

sitio de corte ocurre en la posicion Arg87-Phe88 *.

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 secrecion de la enzima. La furina es una proteasa de serina que reconoce
proteinas con una secuencia RXKR. Solamente la MMP-11 y miembros de las
MT-MMPs como MT1 y MT2 son los que tienen un sitio sensible a furina,

localizado entre el propéptido y el dominio catalitico®.

4) Activacion de MMP-2 por MT-MMPs. Los miembros de la familia de las
MT-MMPs son reguladores duales de la remodelacion de la MEC por medio de
la degradacion directa de la misma y por la activacion de otras proMMPs. Las
células cuentan con mecanismos especificos para promover la asociacion y
activacion de gelatinasas en la superficie celular. En el caso de la proMMP-2, la
asociacion en la superficie celular y la activacion se media por las interacciones
con las MT-MMPs, esta subfamilia de MMPs se ancla a la membrana celular

por medio de dominios especificos (dominio transmembranal y citoplasmico de
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anclaje a la membrana celular)®’. La activacién de proMMP-2 por MT1-MMP y
por MT3-MMP incluye la accién del inhibidor especifico de MMPs, el TIMP-2
(Inhibidor de metaloprotreasas tipo tejido), el cual forma un complejo con MT1-
MMP, que sirve como un receptor en la superficie celular para proMMP-2. Una
vez unida proMMP-2 al complejo (MT1-MMP/TIMP-2), es activada por accion
de una MT-MMP libre que hidroliza la Oregion Asn37-Leu38 de proMMP-2 para
generar un intermediario de MMP-2, que es subsecuentemente cortado en
Ans80 y Tyr81 para generar una MMP-2 totalmente activa, por medio de un

evento autocatalitico® (Figura 3).

TIMP-2 i
Complejo
N C proMMP-2
e MT1-MMP: TIMP-2: proMMP-2

Figura 3. Activacion de MMP-2 por MT-MMPs y TIMP-2. EI complejo TIMP-2 y
proMMP-2 se unen a MT1-MMP, asi MT1-MMP es capaz de cortar el propéptido de la
proMMP-2, resultando en la activacidén de la enzima. C: region carboxilo terminal de
TIMP-2; Ca: dominio catalitico de MMP-2 y MT1-MMP; H: dominio a hemopexina de
MMP-2 y MT1-MMP; N: regiéon amino terminal de TIMP-2; P: propéptido de proMMP-2.

4.5 INHIBICION DE LA FORMA ACTIVA DE LAS MMPs.
La az-macroglobulina es una proteina que se encuentra en el suero humano,
que es capaz de inhibir a todas las MMPs investigadas hasta la fecha. Debido

a su gran tamafio y a su mecanismo de inhibicion irreversible, la a,-
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macroglobulina tiene un papel que se limita a la inhibicion de proteasas
localizadas en sangre y no a la regulacion de la colagenolisis en el espacio
intersticial, donde se encuentran los componentes del tejido conectivo™.

El papel mas relevante en la inhibicibn de las MMPs corresponde a los
inhibidores tisulares de metaloproteasas, conocidos por su acronimo de TIMPs.
Estos inhibidores son una familia integrada por cuatro distintos miembros:
TIMP-1 de 20.6 kDa, TIMP-2 de 21.5 kDa, TIMP-3 de 21.6 kDa y TIMP-4 de
22.3 kDa, los cuales son glucoproteinas de que se comportan como inhibidores
especificos de las MMPs. Estas proteinas contienen 12 residuos de cisteina
que forman 6 bucles unidos por puentes disulfuro, en una regién altamente
conservada, tienen ademas un dominio N-terminal de = 125 aminoacidos con
secuencia consenso VIRAK, que es importante para la actividad inhibitoria
hacia las MMPs y un C-terminal de = 65 aminoacidos. Los TIMPs son el tercer
mecanismo de regulacion dada su afinidad por la region catalitica de las MMPs
y de esta manera, bloquean su accion. La familia de los TIMPs inhiben a las

MMPs de forma estequiométrica 1:1 para formar complejos no covalentes™’.

El TIMP-1 es una molécula capaz de unirse a las formas activas de MMP-1, 8 y
9, de igual manera el TIMP-2 tiene la particularidad de unirse a la forma activa
de la MMP-2%°_El mecanismo de inhibicién tanto de TIMP-3 como de TIMP-4 es
igualmente eficaz que el de TIMP-1. Por lo que los TIMPs en conjunto con las
MMPs son importantes por establecer un equilibrio entre la sintesis y la

degradacion de la MEC en procesos como la remodelacion tisular®.

4.6 METALOPROTEASAS DE MATRIZ EXTRACELULAR, RUPTURA
DE MEMBRANAS FETALES HUMANAS Y RPM.

Diferentes estudios han relacionado de manera consistente la degradacion de
los distintos componentes de la MEC con en el proceso que induce la ruptura
de las membranas fetales, afectando directamente la fuerza ténsil de éstas*?.
Diversos grupos de investigacion han aportado evidencias que apoyan la

presencia de diferentes MMPs en la ruptura de las MF como es el caso de la
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MMP-1, que es un constituyente fisiolégico del liquido amnidtico y se ha
asociado con un incremento en su concentracién en casos con RPM™.

La MMP-2 es una enzima que Se encuentra en concentraciones constantes
tanto en el liquido amnidtico como en las MF y decidua a lo largo del embarazo,
de igual manera la expresion de la MMP-2 no tiene variaciones en membranas
fetales a término o pretérmino. La MMP-2 se ha localizado por
inmunohistoquimica en el amnios, en la capa de trofoblasto del corion y en la
decidua®® *.

Otras MMPs identificadas incluyen a la MMP-3, MMP-10 y MMP-11, que han
sido documentadas en MF, placenta y liquido amniético, por lo que se ha
considerado a estos tejidos como una fuente importante de estromelisinas, las
cuales son capaces de degradar componentes de la MEC, incluyendo
colagena tipo IV, laminina, elastina y proteoglicanos*. La matrilisina 0 MMP-7,
se considera un constituyente fisiolégico del liquido amnidtico, sus
concentraciones se ha documentado que incrementan a medida que avanza la
edad gestacional. Ademas de que la infeccién es un factor que dispara la
concentracién de esta enzima en el liguido amnidtico. Se han reportado
asociaciones de los partos pretérmino con un significativo incremento en la
concentracién de esta enzima'?. La MMP-8 que es producida en su mayoria
por células del corion en las MF, aumenta su concentracion alrededor de cinco
veces en MF provenientes de TP en comparacion con MF obtenidas por
cesarea sin TP, de la misma manera el nivel de expresion del RNAm aumenta

durante el parto®.

En el liqguido amnidtico, cérvix y MF se han encontrado tanto MMP-1, MMP-2,
MMP-8 y MMP-9, las cuales han sido implicadas en la ruptura de las MF de
manera normal como de manera patolégica (RPM)®. La expresion de la MMP-9
también ha sido documentada en el epitelio amniotico, macrofagos y
fibroblastos, mientras que en el corion se ha documentado en el trofoblasto y
células deciduales, incrementando su actividad en MF con TP. Este incremento
en la expresion resulta en la degradacién de la MEC de las MF y facilita su
ruptura bajo condiciones fisiolégicas y patoldgicas®. La presencia de esta
enzima también ha sido documentada en el liquido amniético de mujeres que

presentaron infeccion intramniética®® al igual que su presencia se ha
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relacionado con aumento en la concentracion de la enzima en el TP normal y

RPM en el liquido amniético™.

La actividad proteolitica aumentada que se ha documentado en las MF que
sufren RPM se atribuye a MMP-2 y MMP-9, las cuales son capaces de
degradar colagenas tipo 1V, V, VIl y Xl, siendo dentro de éstas la tipo IV el
principal componente de las membranas basales*’. Reportes recientes asocian
a la MMP-9 como parte principal de la maquinaria enziméatica responsable de la
RPM,* “® ya que su expresién y actividad se ven aumentadas en las MF
durante el parto’. De igual manera las mujeres que presenta RPM muestran un
aumento tanto en la secrecién, expresion y actividad de la MMP-9 en las MF,

liquido amnidtico y suero fetal*® *°.

Si bien es cierto que existen una gran cantidad de trabajos acerca de la ruptura
normal o patolégica de las MF, aun no se tienen claros los factores que pueden
desencadenar el evento. No existen en la literatura elementos que nos
permitan explicar por completo el mecanismo que conduce a la RPM y su
complicacibn como nacimiento prematuro. EI mecanismo de activacion de las
enzimas que degradan los componentes de la MEC en las MF durante el
momento del TP es un tema que ha sido poco examinado. Existe la posibilidad
de que uno o varios de los cuatro mecanismos de activacion que regulan a las
MMPs se estén llevando a cabo en el microambiente de las membranas y

explique su ruptura subita durante el TP.

4.7 FUENTE CELULAR DE LA MMP-9 EN LA RUPTURA DE LAS
MEMBRANAS FETALES HUMANAS.

En los tejidos gestacionales como son la placenta y las MF, suceden procesos
inflamatorios que se encuentran asociados con la infiltracién de leucocitos
antes de iniciarse el TP*! y se supone que estas células contribuyen a la
formacion un microambiente especifico que rodea a las MF, el cual se

compone por productos solubles que son secretados por las células locales y
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por las células que arriban a las MF desde diferentes sitios. Teniendo en
cuenta que los mediadores de inflamacién pueden ser sintetizados por muchos
tipos celulares entre los que se encuentran células endoteliales y leucocitos, a
nivel local, el amnios, el corion, los trofoblastos y las células deciduales son
capaces de producir citocinas proinflamatorias y MMP-9 tanto en presencia de

productos bacterianos como en condiciones basales’% 3 >

por lo que se
sugiere que su produccién por estos tejidos es dependiente del TP méas que de
la presencia de bacterias.

En la actualidad se ha podido identificar de manera mas especifica la fuente de
citocinas y metaloproteasas tanto en las MF como en la placenta, y se ha
demostrado que la mayor parte proviene del infiltrado leucocitario y no de las
células locales como antiguamente se creia®. Los neutréfilos, macréfagos y
linfocitos T, atraidos quiza por un aumento en la expresion de moléculas de
adhesion®®, invaden la placenta, el miometrio, el cuello uterino y las MF, lo que
coincide con incremento en la cantidad IL-18, TNF- a y MMP-9 en esos

tejidos®’.

4.8 CONTRIBUCION DEL INFILTRADO LEUCOCITARIO EN LA
RUPTURA DE LAS MEMBRANAS FETALES HUMANAS.

Las células inflamatorias han sido documentadas durante la etapa de dilatacion
cervical y su papel fue propuesto al observar que existe un incremento
significativo en el nimero de neutrofilos que se infiltran en el cérvix de mujeres
con embarazos a término, en comparacién de mujeres en los primeros meses
del embarazo®®. La mayoria de estas células se acumulan antes de que tenga
lugar el TP, para que al inicio de la dilatacion puedan infiltrar de manera masiva
el estroma del cérvix, una vez ahi, estas células son capaces de secretar
elastasa y colagenasas, enzimas que seran las encargadas de la degradacion
de todos los constituyentes de la matriz extracelular®.

Algunas proteinas secretadas por los leucocitos y que estan relacionadas con
la dilatacion cervical, son las citocinas proinflamatorias, como IL-18 y TNF-a

que dan lugar a que se establezca una respuesta inmune, lo cual determina la
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expresion de moléculas de adhesion sobre las células endoteliales vasculares
para favorecer la migracién de estas células®.

Se ha demostrado que durante diferentes etapas del embarazo tanto en el
tejido cervico-uterino, placenta y MF existe un aumento en el nimero de
macrofagos alrededor de diez veces mas en embarazos a término en
comparacion con las etapas iniciales del embarazo®®. Se ha documentado que
los macrofagos son capaces de producir la IL-1, el TNF-a, el factor activador
de plaquetas y las MMPs que son considerados esenciales para la dilatacién
cervical y la remodelacion de los tejidos®. Por lo anterior se cree que estas
células y sus productos solubles, estan estrechamente relacionados con
procesos colagenoliticos a nivel intrauterino y de esta manera es probable que
puedan desencadenar la ruptura de las MF de manera normal o patolégica ya
gue se ha comprobado que las células mononucleares inmunolégicamente
activas modulan el metabolismo del tejido conectivo. Los linfocitos T
constituyen la poblacion mas abundante de leucocitos en tejido cervical durante
el primer trimestre del embarazo, siendo el subtipo supresor/citotdxico el que se
encuentra en mayores cantidades, aumentando significativamente antes del

parto®®.

5. JUSTIFICACION.

La RPM representa un serio problema de salud mundial y en nuestro pais el
10% del total de embarazos presenta ésta patologia, por lo que es de gran
importancia elucidar los diversos procesos bioquimicos y enzimaticos que
explican el desarrollo de esta anomalia del embarazo humano. Estudios
previos han demostrado la participacion de las MMPs en la génesis del proceso
y por ejemplo, se ha identificado a la MMP-1°, a la MMP-7*y a la MMP-9*3,
como mediadores del dafio al tejido conectivo que caracateriza la RPM. Por
esta razon es indispensable aumentar el conocimiento acerca de la regulacién
de este grupo de enzimas y de esta manera proponer nuevas alternativas en su

control, bajo las condiciones que existen en la RPM.
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6. HIPOTESIS.

Las membranas fetales y/o leucocitos obtenidos de embarazos con trabajo de
parto, expresan MMP-9 durante el periodo de cultivo y de manera coordinada

expresan también diferentes activadores de la MMP-9.

7. OBJETIVOS.

7.1 OBJETIVO GENERAL.
e Identificar el (los) mecanismo(s) de activacién para la proMMP-9, que
estan presentes en las membranas corioamniéticas humanas durante el

trabajo de parto.

7.2 OBJETIVOS PARTICULARES.

e Establecer un modelo experimental in vitro de cocultivo de membranas
fetales y leucocitos para el analizar la expresidbn de enzimas que
participan en la degradacion de la matriz extracelular.

e Describir la cinética de secrecién y activacion de la proMMP-9 en el
modelo experimental y correlacionarlo con la induccién de degradacion
de tejido conectivo de las membranas fetales.

e Identificar y caracterizar en el modelo experimental el o los diferentes

activadores de la proMMP-9 presente a lo largo del periodo de cultivo.
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DISENO EXPERIMENTAL

8. DISENO EXPERIMENTAL.

8.1 DISENO DEL ESTUDIO.

e Tipo de investigacion: experimental.

e Caracteristicas del estudio: analitico y prospectivo.

8.2 POBLACION.

e Muestras de membranas fetales y sangre de mujeres con embarazo
normal a término sin ninguna patologia, que se resolvioé por cesérea en
ausencia de trabajo de parto, sin evidencia clinica y microbiol6gica de
infeccion.

8.3 CRITERIOS DE INCLUSION.

e Mujeres que no muestren ninguna patologia.
e Mujeres cuyo embarazo se resolvio por cesérea.

e Mujeres que no hayan presentado trabajo de parto.

8.4 CRITERIOS DE EXCLUSION.

e Mujeres con patologia previa (diabetes mellitus, asma, artritis

reumatoide, lupus eritematoso, hipertension arterial, nefropatias).

e Mujeres con complicaciones obstétricas como malformaciones uterinas,

placenta previa, preeclampsia, polihidramnios y oligohidramnios.
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8.5 ANALISIS ESTADISTICO.
El cambio en la cantidad y actividad de las diferentes MMPs fue analizado
mediante un andlisis de varianza (ANOVA) y expresado como el promedio +

desviacion estandar previo a un analisis de normalidad de lo datos. El valor de

p<0.05 fue considerado significativo en cada caso.

9. MATERIAL Y METODOS.

9.1 MATERIAL BIOLOGICO.
e Membranas fetales a término (37-40 semanas de gestacion) sin haber

presentado trabajo de parto.

e Leucocitos de placenta.
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9.2 METODOS.

METODOS

Diagrama de flujo de la metodologia. Se muestra de manera sistematica las

diferentes rutas seguidas en el presente trabajo, la cual permitié cubrir los

objetivos planteados (Figura 4).

Aislamiento de leucocitos
de placenta
(Gradientes de densidad)

\ 4

Cuantificacion de la
MMP-9 y otras
MMPs
en el medio de
cocultivo a diferentes
tiempos.

(Bio-Plex ). /

Actividad
enzimatica.
Evaluacion de la
actividad de
MMP-9 y otras
MMP.
(ELISA Y
Zimografia)

Cocultivo de membranas fetales
y leucocitos por 12, 24, 36 y 48 h.

Obtencion de MF
a término sin TP

\ 4

(T

Identificacion y

caracterizacion

de activadores
de la MMP-9.

(Ensayos
enzimaticos con
proMMP-9
recombinante)

-/

vV

Inhibicion especifica\
de la activacion de la
MMP-9
Evaluacion de la
activacion de MMP-9
después de bloquear
otra (s) MMPs
(anticuerpo)

Figura 4. El diagrama de flujo muestra la metodologia empleada para cubrir los
objetivos planteados para este trabajo experimental
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9.3 ESTANDARIZACION DEL CULTIVO DE EXPLANTES DE MEMBRANAS
FETALES HUMANAS.

Con la finalidad de poder establecer las condiciones 6ptimas para la obtencién
y la posterior manipulacion de las MF, éstas se transportaron al laboratorio en
medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) con antibiético y antimicético al
1%, posteriormente se lavaron con solucidon salina fisiolégica estéril hasta
eliminar los restos de sangre y fluidos en una campana de flujo laminar (Figura
5 A). Mediante un sacabocados dermatoldgico, se hicieron explantes de 1.0 cm
de diametro (Figura 5 B) que se colocaron sobre un inserto Transwell®
(Costar, Acton, MA, USA) de 12 mm de diametro, con membrana de
policarbonato y poro de 0.4 micras, en donde fueron sujetados con una liga de

silicdn estéril (Figura 5 D).

Figura 5. Procesamiento y obtencion de las MF. El esquema ilustra el momento en que
las MF son lavadas bajo condiciones de esterilidad en una campana de flujo laminar
(A), para posteriormente obtener los explantes (b) que serdn montados en el inserto
Transwell® (C), el cual finalmente se colocaran en una caja de cultivo celular.

Una vez montados los explantes sobre el inserto Transwell® se colocaron en
placas de 12 pozos con 700 ul de DMEM (Figura 5 C) que se suplementé con

10% de suero fetal bovino, 1% de piruvato de sodio y 1% de antibiético-
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antimicético (DMEM-SFB). Los cultivos se incubaron a 37°C, en una atmésfera
de 5 % CO; por un periodo de 24 h. Al terminar este tiempo, el medio de cultivo
fue remplazado por 1 mL de DMEM suplementado con 166.5 g/L de hidrolizado
de lactoalbumina, 1% de piruvato de sodio y 1% de antibidtico/antimicotico
(DMEM-HLA) y los explantes fueron nuevamente incubados ahora por 48 h, y a
intervalos de 12 h se colectaron los medios condicionados del cultivo para su
posterior analisis. Con este modelo el corion quedd hacia la cara superior y el

amnios hacia la cara inferior®?.

9.4 VIABILIDAD DE LAS MEMBRANAS FETALES.

Con la intencion de determinar si los explantes de las MF eran capaces de
mantenerse metabdlicamente competentes durante el periodo experimental, se
determino la viabilidad de los mismos mediante el sistema Cell Proliferation Kit
II (Boehringer Mannheim Germany) que consiste en un ensayo colorimétrico
basado en la transformacion del compuesto azul de tetrazolio (XTT) a una sal
de formazan soluble en agua, esta conversion soélo puede ser hecha por células
metabdlicamente activas (deshidrogenasa mitocondrial). La conversion
metabdlica fue evidenciada por espectrofotometria debido al cambio de color
en el medio (a 475 nm). La intensidad del color es proporcional al nimero de
células metabdlicamente activas.®® Una vez obtenidos los explantes, se
colocaron en 1 mL de DMEM-SFB por 24 h a 37°C en 5% de CO,, Al término
de este tiempo de incubacion, se sustituyo el medio de cultivo de los mismos
explantes por 1 mL DMEM-HLA bajo las mismas condiciones, al que se le
adicionaron 200 pL del reactivo XTT. El medio fue colectado a las 12, 24, 36 y

48 h para ser analizado.

9.5 OBTENCION DE LEUCOCITOS PLACENTARIOS.

Con la finalidad de establecer por completo el modelo de cultivo de MF y
leucocitos y analizar los productos solubles secretados por los leucocitos, se

obtuvieron muestras de sangre de mujeres que tuvieron embarazo a término,
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sin TP, el cual fue resuelto mediante cesarea electiva. La sangre se colecto
mediante drenado de los cotiledones placentarios. Se obtuvieron 10 mL de
sangre, la cual fue recolectada en tubos heparinizados (Vacutainer-heparina
sodica, Becton-Dickinson, Rutheford, NJ). La muestra de sangre se sometio a
un gradiente de densidad con el reactivo Lymphoprep™ (Axis-Shield, Oslo,
Noruega), para obtener los leucocitos de acuerdo al protocolo sugerido por los
fabricantes (Apéndice 1).

Una vez obtenidos los leucocitos se contaron y se midié su viabilidad mediante

el uso del colorante vital azul tripano (Apéndice 2).

9.6 PRUEBA DE FUNCIONALIDAD DE MEMBRANAS FETALES HUMANAS
Y LEUCOCITOS PLACENTARIOS.

Con el objetivo de poder validar el modelo en condiciones in vitro y demostrar
la funcionalidad de los explantes de MF y leucocitos, se midid la secrecién y
actividad de MMP-9 como un marcador. Se realiz6 el cultivo de explantes de
MF y células mononucleares como previamente se describid y bajo las mismas
condiciones de cultivo, de manera independiente para cada cultivo. Los medios
condicionados del cultivo se colectaron a las 12, 24, 36 y 48 h, se cuantificé en
cada uno de los tiempos la concentracion de proteina total por el método de
Bradford® (Apéndice 3).

9.7 COCULTIVO DE EXPLANTES DE MEMBRANAS FETALES HUMANAS
CON LEUCOCITOS PLACENTARIOS.

Con el proposito de analizar la interaccion de las MF y los leucocitos
placentarios en cuanto a la cinética de secrecion de MMP-9 y el mecanismo
gue resulta en la activacibn de ésta enzima, se hicieron cocultivos con
explantes de MF y 1x10° células mononucleares provenientes de la placenta.
Los explantes fueron puestos sobre un inserto Transwell® (Costar, Acton, MA,
USA) de 12 mm de diametro, el cual contiene una membrana de policarbonato

con poro de 0.4 micras, los explantes de MF se sujetaron al inserto Transwell®
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mediante una liga de silicon estéril. Una vez montados los explantes sobre el
inserto Transwell® se colocaron en placas de 12 pozos con 700 yl de DMEM-
HLA. Con este sistema se formaron dos cédmaras independientes donde el
corion quedé hacia la cara superior y el amnios hacia la cara inferior®®. Las
células mononucleares fueron colocadas sobre el corion, esto permitié
establecer un modelo in vitro para analizar de forma selectiva la interaccion de
los leucocitos placentarios con las MF.

El cocultivo se dejé en incubacion durante 12, 24, 36 y 48 h a 37°C, 5% de
COs,. Al término de cada uno de los tiempos del cocultivo se colecté el medio

condicionado y se almacend a -70°C para su posterior analisis.

9.8 ZIMOGRAFIA EN GELATINA.

Para poder detectar la actividad enzimatica de gelatinasas de manera
cualitativa en los medios condicionados del cultivo y del cocultivo, alicuotas de
5 ug de proteina de cada uno de los medios fueron sometidos a electroforesis
en geles de poliacrilamida al 8% con dodecil sulfato de sodio (SDS)
copolimerizados con gelatina tipo A de piel porcina (Sigma, St. Louis, MO,
USA) al 1% en condiciones no desnaturalizantes® (Apéndice 4), usando un
sistema con formato de minigel (Bio-Rad, Richmond, CA). Las zonas de
actividad enzimatica aparecieron como bandas de lisis claras contra un fondo
de sustrato no degradado. En cada corrida se incluyeron marcadores de
actividad para MMP-2 y MMP-9 usando el sobrenadante obtenido de la linea
celular de promielocitos U937°. Las bandas obtenidas fueron analizadas por
densitometria mediante analizador de imagenes (UVP, Southern, CA, USA) y

expresadas como actividad gelatinolitica por area.

9.9 CUANTIFICACION DE LA MMP-9 ACTIVA EN LOS MEDIOS DE
COCULTIVO.

Simultdneamente a la zimografia y para poder determinar de manera

cuantitativa la concentracion de proMMP-9 y MMP-9 activa en los medios de
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cocultivo, se utilizé6 un sistema cuantitativo tipo ELISA, el cual incorpora un
sistema de captura con anticuerpos monoclonales y el uso de un sustrato
especifico para MMP-9 (Amersham, UK) (Apéndice 5). La concentracion de la

enzima se expres6 como ng MMP-9/mg de proteina.

9.2.1 ACTIVIDAD ESPECIFICA DE MMP-9.

Para poder cuantificar de manera especifica la actividad enzimética de la MMP-
9 presente en cada uno de los medios de cocultivo, se empleo un substrato
especifico para gelatinasas MMP-2/MMP-9 Ac-Pro-Leu-Gly-S-Leu-Leu-Gly-
OC,Hs (Calbiochem, San Diego, CA). El ensayo se realiz6 de acuerdo a
Weingarten y Feder®’, (Apéndice 6) con 0.5 g de proteina de cada uno de los
medios de cocultivo en una solucion que contenia 3 mM de substrato, 50 mM
HEPES pH7.4, 1.0 mM de 4,4’-dithiodipiridina e incubados por triplicado por 3 h
a 25°C. La 4,4-ditiodipiridina reacciona con los fragmentos de hidrélisis del
mercaptano para formar un producto con absorbancia a 324 nm, los cuales

fueron leidos en espectrofotémetro (DU-800, Beckman Coulter, USA).

9.2.2 CARACTERIZACION INICIAL DEL ACTIVADOR DE proMMP-9 EN LOS
MEDIOS DE COCULTIVO.

Para poder identificar si en los medios de cocultivo, como producto de la
interaccion de las MF y los leucocitos placentarios existe la presencia de
alguno de los posibles activadores de la MMP-9, los medios condicionados del
cocultivo colectados a 12, 24, 36 y 48 h se incubaron con proMMP-9
recombinante humana (Calbiochem, San Diego, CA), la cual fue previamente
marcada con biotina-NHS (Vector Laboratories, England) (Apéndice 7), como
una fuente exdgena de proMMP-9. Alicuotas de 2 ug de proteina de cada uno
de los medios condicionados, fueron incubados con 0.2 ng de la enzima
marcada, durante 2 h a 37°C. Al finalizar el periodo de incubacion, los medios
de cocultivo se sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS al

8%, para posteriormente realizar la transferencia de proteinas (Apéndice 8) a
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una membrana de nitrocelulosa Inmobilon-P (Millipore, Medford, MA, USA)
durante 18 h a 40 volts a 4°C utilizando el método descrito por Towbin, et al °®.
La identificacion de las especies generadas de MMP-9 fueron detectadas con
el kit VectaStain ABC Universal (Vector, Burlingame, CA, USA) y la actividad de
peroxidasa se reveld bajo condiciones de emision de quimioluminiscencia
(ECL® Amersham Pharmacia Biotech, USA). Como control positivo se uso
proMMP-9 recombinante humana. La intensidad relativa de las bandas fue

capturada usando un analizador de imagenes (UVP, Southern, CA, USA).

9.2.3 PERFIL DE PROTEASAS EN LOS MEDIOS DE COCULTIVO.

Con la intension de documentar que familias de proteasas eran secretadas al
medio condicionado por el cocultivo (MF y los leucocitos placentarios), y en que
proporcion, se analizaron alicuotas de 5 pg de dichos medios condicionados,
los cuales fueron colectados a cada uno de los tiempos experimentales e
incubados durante 2 h a 37°C en presencia de diferentes inhibidores
especificos de proteasas que incluyeron acido etilendiaminotetracético (EDTA)
5 mM para proteasas dependientes de iones metal, fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1mM para proteasas de serina y N-etilmaleimida
(NEM) 2 mM para proteasas con residuos de cisteina. Posteriormente los
medios condicionados fueron incubados con 500 pg de azocaseina (Sigma
Chemical Co., St. Louis MO) y se llevé a 1 mL con amortiguador Tris 0.1 M pH
7.8. La mezcla se incubd durante 24 h a 37°C con agitacion constante. La
azocaseina no digerida fue precipitada con 200 pl de acido tricloroacético
(TCA) en frio, después de 30 minutos se centrifugd a 12,000 x g por 5 minutos
(Apéndice 9). Los valores de absorbancia de los sobrenadantes fueron leidos a
336 nm por medio de un espectrofotometro (DU-800, Beckman, USA). La
actividad se expres6 como pg de azocaseina degradada/mg de proteina
incubada.
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9.2.4 SECRECION DE MMPS AL MEDIO DE COCULTIVO.

Para determinar la concentracion de MMPs contenidas en el medio de cocultivo
se utilizé un sistema de andlisis multiple de moléculas en suspension (Bio-
Plex), el cual es un inmunoensayo de tipo “sandwich* en fase sélida, disefiado
para ser analizado con Luminex®. Esta metodologia est4 basada en el uso de
una avanzada tecnologia de microesferas de colores, acopladas a anticuerpos,
gue utiliza un ensayo de citometria de flujo que permite la deteccion simultdnea
de mas de 100 analitos en una sola muestra. El ensayo usado para cuantificar
MMPs en los medio de cocultivo se disefié en un formato de inmunoensayo de
captura. Anticuerpos especificos para MMP-1, MMP-3, MMP-7 y MMP-9 fueron
acoplados covalentemente a esferas de 5.6-um, las cuales tienen un codigo de
color diferente. Los anticuerpos acoplados a las esferas (R&D Systems,
Minneapolis, MN) fueron incubados con concentraciones conocidas (curva
estandar de 8 puntos) y no conocidas de MMPs (medios de cocultivo). Después
de una serie de lavados para remover la proteina no unida a los anticuerpos, se
agrego un anticuerpo de deteccion biotinilado para un epitopo especifico de
cada una de las MMPs (Apéndice 10). Alicuotas de 50 pL de cada uno de los
medios de cocultivo fueron probados. Todos los ensayos (n=5) fueron
normalizados por concentracion de proteina total y el resultado se expreso

como pg/mg de proteina.

9.2.5 INHIBICION DEL ACTIVADOR DE LA MMP-9 EN EL COCULTIVO.

Para poder caracterizar de manera parcial al activador de la proMMP-9 dentro
del modelo experimental de cocultivo (MF y leucocitos provenientes de la
circulacion placentaria), éstos se mantuvieron por 12, 24, 36 y 48 h incubados a
37°C en 5% de CO,. Al inicio de cada uno de los tiempos de cocultivo (tiempo
0) y por cada 12 h del mismo se agreg6 una concentracion de 2.5 ug/mL de un
anticuerpo anti MMP-3 (Affinity BioReagent, Golden, CO). Para confirmar este
experimento en otro cocultivo se adiciono una concentracion del30 nM de
inhibidor especifico para MMP-3, MMP-3 inhibidor Il (Calbiochem, San Diego,

CA). Al término de cada unos de los tiempos expimentales se colectaron los
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medios condicionados de cada cocultivo y se analizaron por zimografia y

actividad especifica.

10. RESULTADOS.

10.1 VIABILIDAD DE LAS MEMBRANAS FETALES DURANTE EL CULTIVO.

La viabilidad presente en las MF medida con el reactivo XTT después de la
manipulacion y durante su cultivo (n=3), mostré que las poblaciones celulares
de las MF (tanto corion como amnios), se mantuvieron viables vy
metabdlicamente activas durante las 48 h que dur0 el periodo de cultivo, sin
experimentar cambios estadisticamente significativos (p>0.05) durante cada
uno de los tiempos del cultivo, mostrando una viabilidad del 96.4% a las 48 h,

tomando como el 100% de viabilidad el tiempo O del cultivo (Figura 6).

% DE VIABILIDAD DE LAS MF
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TIEMPO DE INCUBACION

Figura 6. Ensayo de viabilidad de los explantes de MF. Se muestran los resultados de
4 MF distintas por triplicado, seguidas durante 2 dias con el método de XTT. Se tomé
como 100% de viabilidad la absorbancia del control (tiempo cero).
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10.2 SECRECION DE proMMP-9 COMO PRUEBA FUNCIONAL EN
EXPLANTES DE MEMBRANAS FETALES HUMANAS Y LEUCOCITOS
PLACENTARIOS.

Para demostrar la funcionalidad de los explantes de las MF y de los leucocitos,
se analizd por separado la secrecion de gelatinasas en los medios de los
cultivos de explantes de MF (n=8) y leucocitos (n=8) con la técnica
geles/sustrato zimografia, la cual mostré la aparicion de dos bandas de lisis
con peso molecular estimado de 72 y 92 kDa a partir de las 12 h de cultivo
tanto en los explantes de MF como en los leucocitos. Las gelatinasas
encontradas correspondieron a la proMMP-2 (72 kDa) y a la proMMP-9 (92
kDa), de acuerdo a la migracion relativa de las gelatinasas de la linea celular
U937. En el ensayo no se observaron cambios en cuanto a la generacion de
especies de la MMP-9, esta enzima se mantuvo en forma latente a lo largo de

todo el cultivo en ambos casos (Figura 7).

ZIMOGRAFIA DE LA SECRECION DE proMMP-9 POR LAS MF Y LOS
LEUCOCITOS DURANTE EL CULTIVO.

12 h 24 h 36 h 48 h

92 »
72 »

Figura 7. Actividad gelatinolitica por zimografia. Los medios de cultivo de leucocitos y
MF  fueron obtenidos como se describi6 en la metodologia y analizados para
zimografia en gelatina (n=8). La linea 1 muestra la actividad de proMMP-9 secretada
por los leucocitos durante todo el cultivo. La linea 2 muestra la actividad de proMMP-9
secretada por los explantes de MF durante su cultivo (12, 24, 36, y 48 h). MA,
Marcador de actividad.
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El analisis densitométrico mostré que las bandas de lisis encontradas en los
medios de cultivos de explantes (Figura 8 A) y en los medios de cultivos de
leucocitos (Figura 8 B), se mantuvieron constantes en cuanto a su intensidad
relativa durante las primeras 36 h de cultivo en ambos casos, mostrando que
solamente a las 48 h de cultivo existen cambios estadisticamente significativos
(p<0.05) en la intensidad relativa de las bandas de lisis con respecto a la
intensidad de las bandas de lisis observadas a las 12 h en ambos cultivos
(Figura 7).

DEMSITOMETRIA proMiP-9
SECRETADA POR LEUCOCITOS
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Figura 8 A. proMMP-9 secretada durante el cultivo de leucocitos placentarios. Las
bandas de lisis obtenidas en zimografia (proMMP-9), fueron analizadas por
densitometria durante las 48 h de cultivo (n=8, *P<0.05).
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DEMSITOMETRIA probdP-9
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2400

2000 +

1600

1200 A

Actividad por area

00 o

400 -

12 h 24 h 36 h 43 h

Haoras de cultivo

Figura 8 B. proMMP-9 secretada durante el cultivo de explantes obtenidos de MF. Las
bandas de lisis obtenidas en zimografia (proMMP-9), fueron analizadas por medio de
densitometria (n=8, *P<0.05).

10.3 SECRECION Y ACTIVACION DE proMMP-9 EN LOS MEDIOS DEL
COCULTIVO DE EXPLANTES DE MF Y LEUCOCITOS.

Después de poner en contacto los explantes de MF y los leucocitos
placentarios, se analizo la actividad gelatinolitica de los sobrenadantes del
medio condicionado del cocultivo a las 0, 12, 24, 36 y 48 h, mediante el uso de
la técnica de zimografia geles/sustrato. EI ensayo mostré que a las 0 h el
cocultivo no secreta ningun elemento producto del cocultivo al medio
condicionado, a las 12 h el cocultivo secreta mayoritariamente proMMP-9 (92
kDa) (1917.37 = 318.03 actividad por area) la cual aumenta su intensidad
relativa a las 24 h (3059.3271 + 621.46 actividad por area; p< 0.05), este
aumento fue acompafiado de la generacion de una banda de lisis
correspondiente a una especie de MMP-9 de menor peso molecular (82 kDa),
MMP-9 activa (3366.03 + 685.04 actividad por area; p< 0.05). La disminucion
en la intensidad relativa de la proenzima se dio a partir de las 36 h, tiempo en el

gue existe aumento de la intensidad relativa de la MMP-9 activa, la cual se
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mantiene hasta las 48 h del cocultivo. La disminucion en la intensidad de la
proenzima correlaciona con la conversion a MMP-9 activa, lo que sugiere que
la proenzima que se secreta al medio de cocultivo, esta siendo activada por
factores secretados por el mismo cocultivo.

Ademas se pudo observar la presencia constante durante todo el cocultivo de
dos bandas de lisis adicionales, correspondientes a gelatinasas de alto peso
molecular 115 y 215 kDa. Los pesos moleculares de las bandas de lisis fueron

calculados de acuerdo a la migracion relativa del U937 (MA). Figura 9 Ay B.

proMMP-9 y MMP-9 ACTIVA EN EL COCULTIVO

Horas de cocultivo
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Figura 9 A. Actividad de gelatinasas por zimografia en el cocultivo. Los medios del
cocultivo (n=7) fueron analizados por zimografia con gelatina mostrando la generacién
de dos especies de gelatinasas de diferente peso molecular generadas a lo largo del
cocultivo proMMP-9 (92kDa) y MMP-9 activa (86 kDa) de a cuerdo al patron de
migracion del marcador de actividad (MA).
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DENSITOMETRIA COCULTIVO proMMP-9 Y MMP-9
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Figura 9 B. Analisis densitométrico de las especies de MMP-9 generadas en el
cocultivo, proMMP-9 (92kDa) y MMP-9 activa (86 kDa) secretada al medio del
cocultivo por los explantes de MF y leucocitos, durante las 48 h del cultivo. (n=7,
*P=0.01, **P=0.001).

10.4 AUMENTO DE MMP-9 ACTIVA A LAS 24 H DE COCULTIVO.

La cantidad de MMP-9 activa secretada por el cocultivo, fue cuantificada a
través de un ensayo de ELISA especifico. Este ensayo permitié cuantificar la
enzima en dos formas: como cantidad total de MMP-9 (MMP-9 total) y como
cantidad de MMP-9 presente en forma activa (MMP-9 activa). Se observd que
la MMP-9 total aument6 de manera significativa (p<0.05) a las 24 h con
respecto a las 12 h de cocultivo, este cambio en la cantidad de MMP-9 total se
mantuvo constante sin diferencias significativas hasta las 48 h de cocultivo. La
MMP-9 activa que se gener6 en el cocultivo también mostré un aumento en su
concentracion a partir de las 24 h de cocultivo, este aumento se mantuvo
durante las 36 y 48 h siendo estadisticamente significativo (p<0.05) con
respecto a la cantidad de enzima activa de los medios de 12 h. Los resultados
muestran que existe una tendencia hacia el aumento de la activacion de la

proMMP-9, por lo menos hasta las 24 h, lo que nos indica que el cocultivo
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secreta lo necesario para poder llevar a cabo la conversion de la proenzima a

enzima activa (Figura 10).

ELISA MMP-9
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1 MMP-9 total
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FiguralO. Cuantificacion de MMP-9 total y activa en los medios de cocultivo Las
concentraciones de MMP-9 total y activa fueron cuantificadas mediante un ensayo de
ELISA comercial. Cada barra muestra el valor promedio + desviacién estandar de 3
experimentos independientes con muestras por duplicado (n= 3,* p < 0.05).

10.5 INCREMENTO EN LA ACTIVIDAD ESPECIFICA DE MMP-9 DURANTE
EL COCULTIVO.

El ensayo para determinar la actividad especifica de MMP-9 que es generada
en el cocultivo mostré que esta enzima muestra una tendencia hacia el
aumento de la actividad conforme aumenta el tiempo de cocultivo. Mediante
este método se observo que a partir de las 12 h de cocultivo la enzima muestra
evidencias de poder degradar el sustrato, sin embargo es a las 36 h cuando la
MMP-9 ejerce su mayor actividad en comparacion con las 12 h de cocultivo,
conservando esta actividad sin diferencias significativas hasta las 48h de

cocultivo. Figura 11.
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ACTIVIDAD ESPECIFICA MMP-9
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Figura 11. Actividad especifica de MMP-9. Se muestra la actividad especifica de la
MMP-9 activa de cada uno de los medios de cocultivo a los diferentes tiempos, cada
punto representa el promedio de 3 experimentos por duplicado + la desviacion
estandar (*p< 0.05).

10.6 ACTIVACION DE MMP-9 POR PROTEASA PRESENTES EN LOS
MEDIOS DE COCULTIVO.

Una vez observado que el modelo de cocultivo fue capaz de secretar ambas
especies de MMP-9, ensayamos la capacidad del modelo para poder activar
proMMP-9 recombinante humana (Calbiochem, San Diego, CA.) marcada con
biotina como fuente exdgena de la enzima. El ensayo permitio demostrar que el
medio de cocultivo secretado por el modelo posee toda la maquinaria necesaria
para activar a la proMMP-9 exdgena a partir de las 24 h y hasta el final del

tiempo experimental 48 h. Figura 12.
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ACTIVACION DE proMMP-9 POR LOS
MEDIOS DEL COCULTIVO

Tiempo de cocultivo

24

36

Figura 12. Activacion de proMMP-9. Los medios del cocultivo de los diferentes tiempos
experimentales fueron incubados con proMMP-9 recombinante humana marcada con
biotina durante 2h a 37°C como se describié en material y métodos, la activacion de la
proMMP-9 fue revelada mediante la emisién de quimioluminiscencia (n=3), observando
la apariciéon de MMP-9 activa a partir de la proMMP-9 exdgena que fue incubada con
los medios de cultivo de 24, 36 y 48 h.

10.7 REPRESENTATIVIDAD DE MMPs Y OTRAS FAMILIAS DE
PROTEASAS EN LOS MEDIOS DE COCULTIVO.

Se ensayo0 la actividad de diferentes familias de proteasas secretadas a los
medios condicionados por el cocultivo. La actividad basal de los medios de
cocultivo de 48 h (control sin inhibidor) que fueron los que mostraron la mayor
concentraciéon de la enzima activa tuvieron una actividad de 0.105 + 0.0033 mg
de sustrato degradado/mg de proteina incubada (Figura 13). Al tratarse las
muestras con los diferentes inhibidores se obtuvieron los siguientes valores y %
de inhibicion (Tabla 2):

g DE SUSTRATO .
INHIBIDOR DEGRADADO/ mg % INHIBICION
PROTEINA INCUBADA
CONTROL Sl 0.105+ 0.0033 0
EDTA 0.019 * 0.0041 80.06
PMSF 0.094 + 0.0149 6.6
NEM 0.101 * 0.0069 12

Tabla 2. Porcentaje de inhibicion de la degradaciéon de sustrato. El porcentaje de
inhibicion mas alto correspondié a la familia de MMPs, las cuales fueron en su mayoria
totalmente inhibidas con EDTA. S/I: sin inhibidor.
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Se encontrd que la menor actividad enzimatica se obtuvo al tratar los medios
de cocultivo con EDTA. Al analizar los porcentajes de inhibicion de la actividad
especifica para cada familia de proteasas, la actividad enzimatica presente en
los medios de cocultivo estd dada en su mayoria por MMPs, existe también
actividad de proteasas de serina aunque en menor proporcion con respecto a la
familia anterior y la minima actividad encontrada fue debido a proteasas de

cisteina.

ACTIVIDAD CASEINOLITICA
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mg sustrato degradado/mg de proteina incubada
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Figura 13. Perfil de inhibicién de las proteasas presentes en los medios condicionados
del ccocultivo de 48 h, con los siguientes inhibidores: acido etilendiaminotetra acetico
(EDTA), fluoruro sulfonil fenilmercurico (PMSF), y N-etilmaleimida. (n=4,*P< 0.05).

10. 8 MMPS PRESENTES EN LOS MEDIO DE COCULTIVO.

Considerando que la familia de proteasa que se encontré en mayor proporcion
en los medios de cocultivo correspondi6 a MMPs, se realizaron ensayos
Multiplex para medir la concentracion de varias MMPs en los medios de
cocultivo. Este ensayo nos permiti6 medir las concentraciones de colagenasa
intersticial (MMP-1) estromelisina 1 (MMP-3), matrilisina (MMP-7) y gelatinasa
B (MMP-9). Dicho ensayo no mostro diferencias estadisticamente significativas

en cuanto a las concentraciones individuales de cada una de las MMPs a los
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diferentes tiempos de cocultivo, a excepcion de estromelisina-1 6 MMP-3

(Figura 14B), la cual aumento sus niveles de secrecidn significativamente a
partir de las 24 h de cocultivo (0.220 + 0.140 pg/mg de proteina; p < 0.05,
comparado con 12 h) y hasta las 36 h (0.600 = 0.0978 pg/mg de proteina; p <

0.05, comparado con 12 y 24 h) tiempo en el que se alcanzo su maxima

concentracion. La enzima mas representativa 0 mas abundante en los medios

de cocultivo fue MMP-9 (Figura 14 D),
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Figura 14. Perfil de MMPs secretadas por el cocultivo. El panel A muestras la
concentracion de MMP-1; panel B, MMP-3; panel C, MMP-7 y panel D, MMP-9. Cada
barra representa el valor promedio * la desviacion estandar (n=5,*P< 0.05).
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10.9 INHIBICION ESPECIFICA DE MMP-3.

Debido a que el cocultivo mostré la capacidad de secretar diferentes MMPs, las
cuales han sido documentadas como posibles activadores de la pro MMP-9, y
observando que el aumento en la concentracion de MMP-3 a las 24 h coincidié
con la aparicion de formas activas de MMP-9 en el cocultivo (observadas por
zimografia; Figura 9 A), se agregd al cocultivo un anticuerpo anti MMP-3
(Affinity BioReagent, Golden, CO) a una concentracion de 2 pg/mL. Los
resultados por zimografia mostraron una clara desaparicion de las bandas de
lisis correspondientes a las formas activas de MMP-9 (82 kDa) en todos los
tiempos de cocultivo, debido a que el posible activador de la proMMP-9 fue

bloqueado con el anticuerpo (Figura 15 A).

ZIMORAFIA DE SOBRENADANTES DEL COCULTIVO /
ANTICUERPO ANTIMMP-3.

Horas de cocultivo

MA 0 12 24 36 48 MA 0 12 24 36 48

92 kDa
82 kDa

72 kDa

Anti MMP-3 - - - - - + o+ o+ o+ o+

Figura 15 A. Actividad enzimatica por zimografia. Se muestra el efecto del inhibidor
especifico para MMP-3 (n=3) en cuanto a la generacion de bandas de lisis
correspondientes a formas activas de MMP-9 (82 kDa) en los medios de cocultivo; (-),
sin antiMMP-3; y (+), con antiMMP-3. (MA) Marcador de actividad de células U937.

Esta desaparicion de las especies activas de MMP-9 correlacioné con una
disminucion estadisticamente significativa de la actividad de dicha enzima

sobre el sustrato especifico cuando los medios de cocultivo fueron tratados con
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un inhibidor especifico para MMP-3, MMP-3 Inhibitor Il (Calbiochem, San
Diego, CA) a una concentracién de 130 nm. Figural5 B.

ACTIVIDAD ESPECIFICA MMP-9
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Figura 15 B, Actividad especifica. Se muestra la disminucion en la actividad de los
medios de cocultivo tratados con inhibidor especifico para MMP-3 130 nM (e),
respecto a la actividad basal de la MMP-9 activa (o). Cada circulo representa la media
de 3 experimentos por duplicado + la desviacion estandar (*p<0.05).
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11. DISCUSION.

Las membranas fetales en su conjunto forman una entidad dindmica que
secretan diversas sustancias tanto al liquido amniético como al Utero, capaz de
responder a diferentes sefializaciones bioquimicas que le permiten mantener
su homeostasis y fuerza tensil hasta el momento del trabajo de parto®. Se ha
observado tanto en modelos animales como en el humano, que las membranas
fetales muestran cambios en su estructura en la etapa de cercania al trabajo de
parto, los cuales llevan a las membranas a romperse durante el trabajo de
parto debido a una pérdida en la concentracion de colagena y un incremento en
la expresion de colagenasa tipo IV de 92 kDa, asociado a la disminucién de la
fuerza tensil de estas membranas®>®’. En la actualidad se sigue incrementando
el conocimiento de los eventos que condicionan la ruptura de las membranas
fetales de forma normal o durante el desarrollo de la ruptura prematura de
membranas; como resultado de ello, se acepta que el principal dafio es la
degradacion patologica del tejido conectivo de estos tejidos, que ocurre
desfasado de otros eventos del trabajo de parto, trayendo por consecuencia el

debilitamiento progresivo de estas estructuras y su consecuente ruptura.

En el presente estudio decidimos utilizar un modelo experimental que incluy6
membranas fetales y leucocitos, con la intencién de duplicar las condiciones
gue suponemos suceden in vivo y asegurar la presencia de todos los
elementos celulares que son fuente potencial de moléculas efectoras
relacionadas con la ruptura de las membranas. Las membranas fetales son
tejidos que carecen de vasos sanguineos y se sabe que el origen de los
leucocitos que las infiltran debe ser el liquido amniotico o la coriodecidua, que
representa la superficie de contacto entre los tejidos maternos y los fetales,
existe evidencias en la literatura que apoyan el concepto de que las
membranas fetales son capaces de producir diferentes mediadores
involucrados en la degradacion de las mismas y que diferentes tipos de
leucocitos que arriban a los tejidos gestacionales en el tercer trimestre del
embarazo poseen de igual manera, el potencial de secretar moléculas
efectoras como citocinas y el sistema enziméatico de MMPs, ademas, se ha

observado que antes de iniciarse el trabajo de parto existe un aumento en la
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cantidad de leucocitos que invaden las membranas fetales y a la coriodecidua,
siendo estas células junto con las membranas fetales, un conjunto capaz de
producir mediadores involucrados en la degradacion de las propias membranas

potenciando la secrecion de las MMPs>%%9 70,

La utilizacion de membranas fetales y leucocitos placentarios en este trabajo,
esta soportada por evidencias generadas en nuestro laboratorio, donde se
demostr6 que conjuntamente las membranas fetales y los leucocitos,
especificamente los de origen coriodecidual (provenientes de un microambiente
determinado), expresan mediadores solubles como TNF-q, IL-18 y MMP-9, lo
que sugiere que esta interacciobn contribuye principalmente con el

debilitamiento de las membranas fetales®.

Las MMPs que son implicadas en la degradacion del tejido conectivo de las
membranas fetales son la MMP-2 y la MP-9 y se ha correlacionado su
expresion y activacion con las modificaciones que sufren las membranas
fetales durante el trabajo de parto o la ruptura prematura de membranas’. En
este proceso esta implicita la activacion endogena de estas MMPs, que deben
necesariamente tranformarse a sus formas activas para poder ejercer su efecto
catabdlico sobre las moléculas que constituyen a las membranas fetales, ya
gue como se menciono, las MMPs son secretadas en forma de zimogeno al

espacio extracelular.

En la actualidad el estudio de los mecanismos que operan para activar a las
MMPs no ha sido abordado de manera integra. Debido a lo anterior se han
propuesto diversos modelos que afrontan el estudio de la activacion in vivo de

estas enzimas en diferentes procesos tanto fisiolégicos como patolégicos. 2.

En el modelo de ruptura de las membranas fetales se ha documentado la
presencia de al menos MMP-1, MMP-8, MMP-2, MMP-9, MMP-3 y MMP-7%% 73
.73 donde las colagenasas como MMP-1 y MMP-8 son las encargadas de
cortar la colagena fibrilar de las membranas fetales, siguiendo una cascada de
degradacion que se extiende por la accién de la MMP-2 y MMP-9, las cuales

culminan en la degradacion de colagena tipo IV, fibronectina y proteoglicanos,
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siendo la MMP-9 la principal enzima implicada de manera selectiva al momento
del trabajo de parto, por lo que ha sido utilizada como un marcador bioquimico
para este suceso’, pero los mecanismos de activacion que llevan a estas
enzimas a degradar su sustrato no estan esclarecidos. A pesar de todas las
evidencias que apoyan la activacion de MMPs, en el modelo de ruptura de las
membranas fetales, la forma activa de MMP-9 no ha sido documenta al menos
por zimografia, estas enzimas han sido identificadas solamente en estado de

proenzimas en diferentes modelos experimentales* 77,

En el presente estudio, utilizamos un modelo de coincubacion de explantes de
membranas fetales y leucocitos placentarios para poder caracterizar el
mecanismo de activacion de proMMP-9 estableciendo un microambiente
especifico, proponiendo que la comunicacion entre los leucocitos y las células
residentes en las membranas fetales, resulta en la induccion de la activacion de

MMP-9 para la degradacion de su tejido conectivo.

Para probar esta hipotesis, las membranas fetales (amnios y corion) se
mantuvieron integras, lo que les permite mantener la comunicacion autécrina-
parécrina entre las dos capas del tejido. Las membranas fetales y los leucocitos
empleados en este estudio, como se mencion0 previamente, provenian de
mujeres a las que se les practicd ceséarea electiva sin trabajo de parto, lo que
nos permitié trabajar con tejidos en condiciones basales, es decir, que todavia
no empezaban los mecanismos normales de degradacion que se llevan a cabo
durante el trabajo de parto, ya que éste era el efecto final que se queria inducir.
El primer paso para desarrollar el modelo in vitro consistio en la
estandarizacion de las condiciones de cultivo de este tejido, para asegurarnos
que se podia mantener viable y en buenas condiciones de funcionalidad, para
lo cual se siguié un método reportado en la literatura’®. De acuerdo con estos
autores, los explantes se preincubaron por un periodo de 48 h debido a que la
expresion de algunos genes de interés es inducida por la manipulacion del
tejido, tiempo en el que se sustituy6 el suero fetal bovino por hidrolizado de
lactoalbumina, debido a que el primero puede ser fuente tanto de MMPs y sus
inhibidores, asi como de citocinas que pudieran interferir en nuestros

resultados. Por otro lado el manejo de las membranas y las condiciones de
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incubacién permitieron que el tejido se mantuviera con mas del 95% de células
viables a las 48 horas de cultivo, tiempo suficiente para realizar los ensayos.
Por lo tanto la evidencia de que las membranas fetales reducen activamente al
compuesto XTT, confirman que éstas mantienen su viabilidad durante el
periodo experimental, lo que también se refuerza con la demostracion de que
tanto las membranas fetales como los leucocitos de manera independiente, son
capaces de secretar proMMP-9 a lo largo del cultivo, y que Unicamente a las
48 h de cultivo en ambos casos existi6 un incremento estadisticamente
significativo en la secrecién de la enzima respecto a las 12 h de cultivo. A
deméas de evidenciar la estabilidad de esta enzima, ya que Unicamente se pudo
observar una especie de MMP-9 de 92 kDa que corresponde a proMMP-9 a lo
largo del periodo experimental, lo que nos indicO una aparente resistencia a la
activacion de la enzima, ya que no se mostraron evidencias de la posible
generacion de formas activas de MMP-9 en cada uno de los medios de cultivo.
Estos resultados concuerdan con lo reportado el la literatura, donde se apoya la
evidencia de que tanto las poblaciones celulares de las membranas fetales,
como las células inmunoldgicas de la placenta tienen la facultad de secretar
proMMP-9°’. Lo anterior afirma el uso del modelo experimental propuesto, en
lugar del cultivo del amnios o el corion solos, ya que el modelo experimental
(cocultivo de membranas fetales y linfocitos placentarios) nos permite estudiar
cuantitativamente y cualitativamente la contribucion de las distintas poblaciones
celulares de las membranas fetales® y la de los leucocitos placentarios ante su

coincubacion.

El disefio del modelo in vitro para el cocultivo de los leucocitos placentarios, los
cuales representan el entorno mas cercano a las membranas fetales, con los
explantes de las mismas, incluy6 el uso de transwells, sistema que evita el
contacto fisico entre ambos, permitiendo solo la comunicacién a través de
mediadores solubles, ya que algunos autores postulan que la comunicacion
entre las células inmunoldgicas y las membranas fetales se lleva a cabo de
esta manera’®. Cuando los explantes de las membranas fetales se coincubaron
con los leucocitos placentarios, se observé que durante las primeras 12 h, el
cocultivo solo secreta proMMP-9, estos resultados confirman lo observado

previamente (a las 12 h de cocultivo) durante el cultivo independiente de cada

47



DISCUSION

uno de los componentes (membranas fetales y leucocitos); algo muy notorio
sucedido a las 24 h, ya que se manifesté un aumento significativo en la
intensidad relativa de las bandas de lisis de la proMMP-9 secretada al medio de
cocultivo, pero lo realmente interesante fue que acompafiando a este aumento,
y observado por zimografia, aparecié una banda de lisis correspondiente a una
especie de MMP-9 con un peso molecular de 82 kDa, la cual ha sido reportada
como una especie totalmente activa de la enzima®. Este hecho resulta
realmente trascendente, ya que en este trabajo pudimos observar a la MMP-9
proveniente de la interaccion de las membranas fetales con los leucocitos
placentarios (cocultivos) como una enzima activa, y potencialmente capaz de
degradar el tejido conectivo de las membranas fetales. A diferencia de la
mayoria de reportes que existen en la literatura sobre esta enzima, donde
relacionan directamente a ésta enzima con la degradacion y la ruptura de las
membranas fetales, pero en estos trabajos solo han sido identificada la MMP-9
como una enzima inactiva** "® ”’, lo que resulta en una inconsistencia biolégica
ya que la familia de enzimas de la MMP-9, o por lo menos ésta, deben
encontrarse obligadamente en forma activa para ejercer la degradacion del
tejido conectivo de las membranas fetales durante el parto. Adicionalmente a
las dos especies de MMP-9 (proMMP-9 y MMP-9 activa) encontradas por
zimografia, pudimos documentar proteinas con actividad gelatinolitica de alto
peso molecular, las cuales fueron observadas a ~115 y 215 kDa. Estas
especies pueden corresponder a las asociaciones previamente descritas de
MMP-9 con ax-microglobulina o lipocalina [lipocalina asociada a gelatinasa de
neutrofilo (NGAL), una proteina asociada a MMP-9 de 25 kDa] para producir la

8182 o |a forma dimérica de 215 kDa®:. La transicién del

especie de 125 kDa
estado de proenzima a enzima activa que pudimos observar, coincidi6 a las 36
h con la disminucion de la proMMP-9 y un aumento en la intensidad relativa de
las bandas de lisis generadas por la MMP-9 activa. Dicha transicion se

mantuvo constante a partir de las 36 h de coincubacion y hasta las 48 h.

Los resultados anteriores que se obtuvieron con la zimografia fueron
complementados al cuantificar la MMP-9 activa que se generd en el cocultivo
mediante un ELISA especifico, este ensayo mostré que al igual que existe un

incremento en la secrecion de proMMP-9, también existe en el cocultivo un
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gradiente de MMP-9 activa, observando que a las 24 h, existen diferencias
estadisticamente significativas con respecto a las 12 h de cocultivo. Posterior a
las 24 h la MMP-9 activa sigue una tendencia hacia el aumento de la misma,
aunque de manera no significativa, hasta las 48 h de cocultivo. Algo
controversial a los resultados de la zimografia fue la presencia de MMP-9
activa a las 12 h, detectada por ELISA, lo cual pudo deberse a la sensibilidad
gue muestran ambos métodos para observar y cuantificar la MMP-9. De esta
manera confirmamos de manera cuantitativa que el cocultivo de las
membranas fetales y los leucocitos son capaces de generar la presencia de la

especie activa de MMP-9.

En estudios de activacion de zimogenos por proteasas, parece de gran
importancia, el poder distinguir la verdadera activacion de la enzima, de la
conversion proteolitica de la proenzima a una especie de menor peso
molecular pero cataliticamente inactiva,®* por lo que la medicién de la actividad
enzimatica de la especie de MMP-9 de 82 kDa en solucién fue critica en el
presente trabajo, poniendo de manifestd que la MMP-9 cuantificada por ELISA
tiene una cinética de actividad, y por consecuencia esta enzima muestra una
caracteristica funcional, ya que necesariamente la enzima debe encontrarse en
forma activa para ejercer su funcién proteolitica sobre las membranas fetales
gue traerd como consecuencia el debilitamiento de las mismas para su

posterior ruptura.

El modelo empleado en este estudio nos permitio evaluar distintos parametros,
uno de ellos fue la capacidad que tienen tanto las membranas fetales en
cocultivo con los leucocitos placentario de poder secretar el(los) activador(es)
de la proMMP—985, lo cual fue confirmado mediante western blot; en donde se
reveld la presencia de la especie activa de MMP-9 de 82 kDa, derivada a partir
de la incubacién de proMMP-9 recombinante humana marcada con biotina, la
cual fue agregada a los medios condicionados del cocultivo como una fuente
exogena de proMMP-9 y con la finalidad de tener un blanco de activacion para
el(los) activador(es) presente(s). Esta proteina de 82 kDA solo se visualizd en
las muestras que se incubaron con medios extraidos del cocultivo de 24 y

hasta 48. Lo mismo sucedi6 en la zimografia de los medios de cocultivo, donde
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solo pudimos ver la forma activa de MMP-9 a partir de las 24 h. Esto nos
confirmo la presencia de el(los) activador(es) en los medios condicionados del
cocultivo y que la activaciéon de la MMP-9 no es debida a las condiciones
previamente descritas para el cocultivo, sino a la accién que ejercio alguno de

los posibles activadores.

En el orden de poder identificar la naturaleza de las posibles familias de
proteasas y conocer su respectiva representatividad, en los medio de cocultivo,
como producto de la interaccion de las membranas fetales y los leucocitos
placentarios, ya que de manera independiente estos dos componentes son
capaces de hacerlo; el andlisis bioquimico indico que las proteasas secretadas
son en su mayoria metaloproteasas, tales como las diferentes MMP, ya que el
mayor porcentaje de inhibicién se obtuvo al tratar los medios de dicho cocultivo
con EDTA, inhibidor de metaloproteasas, esto coincide con lo reportado
previamente por otros autores en un modelo de rata®®. Lo que sugiere también
gue en su mayoria esta familia de enzimas son las responsables de la actividad
proteolitica en nuestro modelo, ya que ha sido documentado en diferentes
modelos de estudio la capacidad que tienen muchos miembros de esta familia
para activar a la proMMP-9. Estos hallazgos sustentan el concepto descrito en
trabajos previos, sobre la participacion activa y directa de esta familia de
proteasas en la ruptura de las membranas fetales tanto de manera normal

como patolégica®’

En algunos estudios in vitro se ha podido documentar la activacion de la
proMMP-9 por otros miembros de la misma familia, y en la determinacion de
conocer las metaloproteasas de matriz extracelular presentes en el medio de
cocultivo durante todo el periodo experimental, se cuantificaron las
concentraciones de MMP-1, MMP-3 y MMP-7, las cuales han sido postuladas
en la literatura internacional como ejes principales en la activacion de la MMP-
9, a demés de la misma MMP-9. La cuantificacién de estas metaloproteasas de
matriz  extracelular mostr6 que solo la MMP-3, reveldé diferencias
estadisticamente significativas en su concentracion a las 24 h de cocultivo,
coincidiendo este aumento en su concentracion con la aparicion de la especie

activa de 82 kDa de la MMP-9 a las 24 h. De hecho, se ha reportado que in
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vitro MMP-3 es un eficiente activador de proMMP-9, generando una especie de
MMP-9 de 82 kDa, la cual ha sido reportada por otros autores como una
enzima que posee efectiva funcién catalitica en el tejido®®. La adicion del
anticuerpo anti MMP-3 al cocultivo, impidi6 que la propia MMP-3 que es
secretada por el mismo cocultivo pudiera ser activada por alguna de las
proteasas presente, de esta manera también se logro evitar cualquier efecto
gue pudiera tener la MMP-3 sobre la proMMP-9 en cuanto a su activacion. La
disminucién de la actividad que se observé con respecto a los medios no
tratados con el anti MMP-3 fue muy evidente, aunque no desaparecid por
completo, lo que sugiere que la actividad que observamos de forma disminuida,
se le puede relacionarse con el efecto de activacién que tienen otras enzimas
de esta familia sobre la proMMP-9, aunque la mayor parte de la activacion de la
proMMP-9 es responsabilidad de la MMP-3, de esta manera también podemos
considerar que la MMP-3 se encuentra en concentraciones cataliticas para
poder activar a la proMMP-9 en nuestro modelo.
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12. CONCLUSIONES.

El andlisis de este trabajo en su conjunto nos indica que la interaccién de las
poblaciones celulares de las membranas fetales con los leucocitos de la
circulacion placentaria tiene como resultado la secrecion de una completa

maquinaria que es necesaria para poder activar a la proMMP-9.

La aparicion de la especie activa de MMP-9, parece ser un evento que aparece
de manera dependiente de la secrecion de productos solubles propios de la
interaccion de la membrana fetal con los leucocitos, siendo este un hallazgo
gue no ha sido documentado antes, pese a la gran cantidad de trabajos
realizados al respecto, donde solo se ha reporta la presencia de esta
metaloproteasa en forma de proenzima (proMMP-9)*% lo cual resulta
controversial ya que la enzima necesariamente debe encontrarse en forma
activa para poder ejercer su funcion.

Es por esto que se podria considerar a la interaccion 0 comunicacion de
leucocitos de la circulacion placentaria con las poblaciones celulares de las
membranas fetales antes de iniciar el trabajo de parto, como una fuente
potencial de mediadores que pueden inducir la degradacion del tejido
conectivo, representada al menos por una cinética de secrecion de proMMP-9 y
su posterior activacion de la misma, o como ha sido postulado por otros
investigadores, los cuales proponen que la sefial que da lugar a que inicie la
degradacion del tejido conectivo debe ser originada por células del
microambiente local, es decir, por las células presentes en la circulacion de la
sangre de la placenta que es el entorno mas cercano a las membranas

fetales.

El modelo experimental propuesto permite mantener in vitro la integridad,
viabilidad y funcionalidad de las membranas fetales y leucocitos, reproduciendo

el evento que ocurre naturalmente.

Finalmente podemos proponer que la placenta y sus tejidos anexos son
capaces de reclutar poblaciones especificas de leucocitos o bien condicionar a

las subpoblaciones locales a mostrar capacidades funcionales especificas,
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como es la secrecion de la MMP-3. Por lo tanto en el modelo de estudio se
reproduce el mecanismo de activacion de proMMP-9 mediado en su mayoria
por MMP-3 (activacion de MMPs por MMPs), poderoso activador de la MMP-9
que relacionamos de manera directa con la induccién de la degradacion del

tejido conectivo de las membranas fetales.
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13. APENDICE DE TECNICAS.

=

SEPARACION DE CELULAS MONONUCLEARES A PARTIR DE SANGRE
TOTAL UTILIZANDOUN GRADIENTE DE FICOLL (Lymphoprep-NYCOMED)

La sangre total se diluye con un volumen igual de solucién salina fisiolégica.

6 ml de sangre diluida se estratifica sobre 3 ml de lymphoprep y se centrifuga a
2100 rpm por 30 min a 20°C

Con una pipeta Pasteur, se aspira la banda de células mononucleares que se
forma en la interfase y se lavan con 4 ml de PBS pH 7.4 centrifugando a 750 rpm
por 10 min a 20°C

Se decanta el sobrenadante y se agregan 10 ml de amortiguador de cloruro de
amonio (NH,Cl 155 mM, KHCO3; 10 mM, EDTA 0.1 mM) para lisar los eritrocitos
gue estén presentes en el paquete celular, incubando por 10 min a temperatura
ambiente.

Se hace un lavado con 4 ml de PBS/EDTA 2mM-pH 7.4, centrifugando a 750 rpm
por 10 min a 20°C

Se decanta el sobrenadante, se resuspende el paquete celular en 1 ml de
PBS/EDTA 2mM-pH 7.4 y se ponen en hielo mientras se hacen las pruebas de
conteo y viabilidad.

2. CONTEO Y VIABILIDAD DE LAS CELULAS MONONUCLEARES CON AZUL
TRIPANO

1.

2.

Se mezclan 90 pl de azul tripano al 0.1% en PBS pH 7.4 y 10 pl de la suspensién
celular.

Se carga la camara de Neubauer con 10 pl de esta mezcla y se cuenta el nUmero
de células en 1 mm? distinguiendo entre vivas (sin color) y muertas (azules): el
nimero de células contadas se multiplica por 10° para conocer el nimero de
células/ml en la suspension.

3. METODO DE BRADFORD PARA CUANTIFICACION DE PROTEINAS (Bradford,

1976)

REACTIVOS:

a) REACTIVO DE COLOR: Coomasie G-250...........cccuueee. 100 mg
Etanol al 95%........ccccceeeeeeeeeennn. 50 ml
Acido fosférico al 85%.............. 100 ml

Llevar 200 ml con agua destilada

b) ESTANDAR DE PROTEINAS: Albumina sérica ovina en agua destilada (1mg/ml)
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METODO:

Construir una curva patrén con 2, 5, 10, 15 y 20 ug de proteina, ajustando el volumen
a 800 pl con solucién salina fisioldgica. Agregar 200 pl de reactivo de color, agitar y
leer a 595 nm después de 5 min.

Seguir el mismo procedimiento con las muestras (30 ul de cada una), interpolando su
lectura en la curva para determinar la concentraciéon de proteinas.

4. ZIMOGRAFIA para MMP-9 (Kleiner y Stleter-Stevenson, 1994; Vadillo y cols,
1995)

La actividad de la MMPs puede ser detectada y cuantificada en un zimograma. Para
esto, se preparan geles de poliacrilamida al 8% con SDS, agregando gelatina porcina
a una concentracion de 1 mg/ml, la cual funciona como sustrato.

1. Se preparan los geles de acuerdo a la siguiente tabla:

REACTIVO GEL INFERIOR | GEL SUPERIOR

Acrilamida/bis-acrilamida 2ml 0.5 ml
Buffer inferior 2.5ml -—
Buffer superior 1.25 ml
Gelatina porcina 2.0ml J—
Agua 3.4 ml 3.1ml
TEMED 10 10 ul
Persulfato de amonio al 50l 50 pl
10%

Acrilamida/bis-acrilamida: Se disuelven 38 g de acrilamida y 2 g de bis-acrilamida en
agua desionizada. Se filtra con membrana de 0.22 micras y se conserva en frio,
protegida de la luz.

Buffer inferior: Tris 1.5M pH 8.8

REACTIVO CANTIDAD

Tris1.5M 18.17¢g

SDS al 10% 4 ml

Ajustar a pH de 8.8 y aforar a 100 ml con agua desionizada.
Regulador superior: Tris 0.5M pH 6.8

REACTIVO CANTIDAD
Tris0.5M 6.05g
SDS al 10% 4 ml

Ajustar a pH de 6.8 y aforar a 100 ml con agua desionizada.

Gelatina porcina: Disolver 250 mg de gelatina porcina en 50 ml de agua desionizada
hirviendo. Conservar en frio.

Persulfato de amonio al 10%: Disolver 10 mg de persulfato de amonio en 100 pul de
agua desionizada. Preparar al momento de uso.

2. La cantidad de muestra se ajusta para tener 0.5 ug de proteina y se mezcla con
una cantidad proporcional de regulador de muestra.
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Buffer de muestra

REACTIVOS CANTIDAD
Buffer superior 1.75ml
Glicerol 1.0ml
SDS al 10% 1.0ml
Azul de bromofenol 10 mg
Agua 1mL

APENDICE DE TECNICAS

3. Se hace la electroforesis de las muestras poniendo un marcador de actividad como
control, corriendo durante aproximadamente 2 h a 10 mA con el siguiente buffer de

camara:
REACTIVOS CANTIDAD PARA 1L
Tris 3.0¢9
Glicina 1449
SDS al 10% 10 ml

4. Se lavan los geles con Tritén X-100 al 2.5%, agitando durante 30 m.

5. Se desecha el tritdn y se agrega buffer de incubaciéon por 24 h a 37°C, tiempo en
el cual, la enzima degrada la gelatina y se hacen forman bandas de lisis en el gel.

Buffer de incubacién con CacCl,

REACTIVOS CONCENTRACION CANTIDAD
PARA1L
Tris 50 mM 6.057 g
CaCl, 0.1 M 4419
NaCl 0.15M 8.76 g
NaN3 29
(azida de sodio)

6. Se pone el gel en solucion tefiidora durante media hora y posteriormente en
solucién destefiidora por 24 h.

Solucién teifidora:

REACTIVOS

CONCENTRACION

Metanol

10%

Acido acético

10%

Glicerol

10%

Azul de Coomasie R-250 al 1%

10%

Solucién destefidora:

REACTIVOS

CONCENTRACION

Metanol

10%

Acido acético

10%

Glicerol

10%
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El area de las bandas de lisis se analizaron con el analizador de imagenes UVP,
Southern, CA, USA.

5. CUANTIFICACION DE MMP-9 ACTIVA con el equipo comercial MMP-9 activity
assay system (Amersham Pharmacia Biotech).

1.

ok

wCoNe

Preparar los reactivos como indica el inserto del equipo, haciendo una curva
estandar con concentraciones de 0, 0.5, 1, 2, 4, 8 y 16 ng de MMP-9 por ml. La
placa esta recubierta con el anticuerpo de captura.

Poner 100 pl de regulador de ensayo a cada pozo y 100 ul del estandar apropiado
0 de la muestra a los pozos indicados. Cubrir la placa e incubar toda la noche a 2-
8°C.

Aspirar y lavar 4 veces con el regulador de lavado, secando completamente el
liquido sobre papel absorbente.

Adicionar 50 ul de APMA 1 mM vy agitar la placa por 20 seg sin tapar.

Cubrir la placa e incubar a 37°C por 1.5 h (justo antes de terminar este tiempo se
prepara el agente de deteccion, mezclandolo suavemente en el vortex).

Poner 50 ml del agente de deteccion en los pozos y agitar la placa 20 seg.

Leer a 405 nm para obtener el valor de t, (tiempo 0).

Cubrir la placa e incubar a 37°C por 1 hora.

Agitar 20 segundos y leer a 405 nm. Al valor obtenido en este paso se le resta el
valor de t, para obtener el valor real de la actividad.

. ACTIVIDAD ESPECIFICA DE MMP-9 (Weingarten y Feder 1985).

1. Preparar el sustrato para gelatinasas MMP-9/MMP-2: Ac-Pro-Leu-Leu-Gly-
OC,Hs (Calbiochem) una concentracion final de 3 mM.

2. Preparar el buffer de ensayo (HEPES 0.05 M pH 7.4, CaCl, 0.01 M, 4,4-
ditiopiridina 0.001 M).

3. Agregar el sustrato y el buffer de ensayo en un tubo de reacciéon con la enzima
(0.5 pg/mL de proteina de cada uno de los medios de cocultivo).

4. Incubar la mezcla por 3 h a 25°C con agitacion constante (es recomendable
monitorear la reaccién constantemente a 324 nm.

5. Los valores de la absorbancia de cada uno de los productos de la reaccién
fueron leidos a 324 nm en espectrofotometro.

6. Las actividades enzimaticas son expresadas como pg de sustrato
degradado/mg de proteina incubada.

7. MMP-9 MARCADA CON BIOTINA.

1. Pesar 25 mg de biotina-Long Arm (Vector Laboratories, England) y disolverla

agrgando 1 mL de Dimetilsulfoxido (DMSO) para una concentracion final de 25

mg/mL.

Reconstituir la MMP-9 recombinante humana en PBS 100 mM pH 7.4.

Colocar 1 pg/10 pl de la proteina recombinante proMMP-9, y adicionarle 1 pl de

la solucion de biotina previamente disuelta. Dejar Incubando por 2 h a T°

ambiente con agitacion ocasional.

4. Detener la reaccion adicionando 10 mg de glicina disuelta en 500 ul de HEPES
100 mM pH 8.5.

wn
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5. Eliminar el exceso de biotina de la proteina marcada por dialisis (Tubo de ¥4 de
pulgada de diametro) contra HEPES 50 mM pH 7.4 por 3 veces. El tiempo de
cada dialisis es de 8 h.

Recuperar la proteina dializada y alicuotarla.

Almacenar a -70°C.

No

8. WESTERN BLOT CON MMP-9 MARCADA CON BIOTINA.

SOLUCIONES:

- Buffer de transferencia:

Tris base 25 mM 3.03 gr
Glicina 192 mM 14.4 gr
Metanol 10% 200 mL

Ajustar a 1000 mL con agua calidad milli Q, 18.2 MQ. El pH debe ser de 8.3, en caso
de no ser asi no ajustarlo.

Tris 100 mM 24.228 gr
- TTBS:

NacCl 150 mM 17.532 gr

Tween 20 0.5% 10 mL

Ajustar a 2000 mL con agua calidad milli Q, 18.2 MQ.

- Solucién de bloqueo: TTBS -Albumina fraccion V al 5%

- Kit VECTOR: Universal PK 6200

» Para el caso de revelado por Quimiolumuniscencia usar ECL™ Western
Blotting Detection Reagents cat # RPN2106 Amersham Biosciences

PROCEDIMEINTO

ELECTROFORESIS
1. Preparar un gel de acrilamida-SDS al 8 % donde se correran las proteinas que
se quieren transferir, (usando un marcador de pesos molecular pretefiido) se
aplicaran 10 mA por cada gel.

TRANSFERENCIA
2. Una vez terminada la electroforesis, se equilibra el gel en buffer de
transferencia durante 15 minutos (usar guantes a partir de este procedimiento),
haciendo tres cambio de buffer cada 5 minutos. Con 100 mL de buffer por vez
es suficiente.

3. Cortar la membrana de cuerdo al tamafio del gel. Usar guantes para manipular
la membrana y el gel.
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Preparar la membrana para la transferencia; Para el caso de la Hybond-C
extra, Amersaham life science cat No. RPN303E, equilibrar 10 minutos la
membrana en buffer de transferencia.

Para la membrana Immobilon—P Transfer Membrane Millipore cat. No.
IPVH00010, mojar la membrana en metanol al 100 % por 15 segundos o hasta
gue se observe que cambia de opaca a semitransparente, después poner la
membrana en H,O MIlli-Q por 2 minutos, finalmente equilibrarla en Buffer de
transferencia por 5 minutos

Empapar el papel Watman (mini trans-blot Filter Paper Cat No. 1703932) y las
esponjas en buffer de transferencia.

Montar el sistema; abrir los sandwich de plastico (negro-transparente)
poniendo sobre la parte negra la foam pad — papel watman — gel — membrana —
papel watman — foam pad y se cierra con la parte transparente del sandwich.

Correr la transferencia a 4° C en el cuarto frio a 30 V durante aproximadamente
18 hrs.
Parar la transferencia al cabo del tiempo determinado.

NOTA: El reactivo VECTASTAINc ABC (nimero 12) debe ser preparado a este
tiempo. Agregar 2 gotas de reactivo A en 10 mL 6 5 mL de TTBS mezclar y
agregar otras 2 gotas de reactivo B, mezclar y dejar incubando 30 minutos para
gue se de la formacion del complejo. Para un gel completo preparar 15 mL.

10.

11.

12

13.

Secar la membrana y bloquearla con albimina fraccion V por 1 hrs. a T°
ambiente (hacerle una muesca a la membrana para identificar la parte superior
y la inferior).

Lavar la membrana con TTBS, seis veces por 5 minutos c/vez.

. Agregar a la membrana el reactivo VECTASTAIN® ABC y dejarlo incubando

por 30 minutos con agitacion.

Lavar la membrana con TTBS, seis veces cada lavado por 5 minutos.

QUIMIOLUMUNISCENCIA

14.

15.

16.

17.

18.

Prepara el reactivo de deteccion ECL™ Western Blotting Detection Reagents,
agregando 1 mL del reactivo 1 y 1 mL del reactivo 2 en tubo de 15 mL.

Agregar los 2 mL de la mezcla anterior sobre la membrana, asegurando que el
reactivo de deteccion se vierta sobre la parte frontal de la membrana. Dejar 1
incubando con el reactivo de deteccion 1 min.

Retirar el exceso del reactivo de deteccibn sobre una sanita y poner la
membrana sobre cleen pack. Envolver la membrana con el mismo cleen pack.

Colocar la membrana y fijarla en el cassette radiografico.

Poner sobre la membrana una placa radiogréfica y exponerla el tiempo
necesario.
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9. ENSAYO DE ACTIVIDAD CON AZOCASEINA COMO SUSTRATO (Tomarelli R
M. et al 1949).

Método colorimétrico.
REACTIVOS:

A 0.5% (w/v) bicarbonato de sodio (NaHCO3), pH 8.3 a 37°C
(Prepararlo usando H,O desionizada).

B  2.50% (w/v) solucion de Azocaseina (Azocaseina)
(Preparar 15 mL en el reactivo A, caliente y agite si es necesario para
preparar la solucién).

C  5.0% (v/v) de una solucion de Acido tricloroacético (TCA)
(Preparar la solucion en H,O desionizada a partir de Acido tricloroacético
100% (w/v).

D  Hidréxido de sodio (NaOH) 500 mM
(Preparar la solucién en H,O desionizada)

E Tripsina
(Prepara la solucion a una concentracion de 10 mg/mL en el reactivo A)

PROCEDIMIENTO:

Pipetar (uicrolitros) los siguientes reactivos.

Muestra Blanco
Reactivo B (Azocaseina) 250 pl 250 pl
Reactivo A (Buffer) 150 pl 250 ul
Mezclar por agitacién y equilibrar a 37°C , y agregar:
Reactivo E (Tripsina) moou -

Mezclar por agitacién e incubar a 37°C por 30 minutos

Tomar una alicuota de 100 ul de cada una de las soluciones (tanto del blanco como de
las muestras) ponerlos en un tubo de reaccioén y agregar:

Reactivo C (TCA) 400 ul 400 ul

Mezclar por agitacion vy filtrar mediante el uso de papel whatman # 54 o un filtro para
jeringa de 0.45 mm. Tomar una alicuota de 100 ul de ambos soluciones, blanco y
muestras, ponerlas en un nuevo tubo de reaccién y agregar:

Ractivo D (NaOH) 300 ul 300
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Mezclar por agitacion y leer el blanco y las muestras en un espectrofotémetro a 440

nm

CALCULOS:
AAs0NM = Agsonm Muestras - Asonm Blanco.

10. ENSAYO DETECCION MULTIPLE DE MOLECULAS EN SUSPENSION
BIOPLEX PARA MMPS.

PowbdbpE

oo

9.

10.

11.

Reconstituir todos los estandares del arreglo de MMPs

Preparar la dilucion del coctel de microesferas conjugadas y colocar 50 pl/pozo.
Agregar 50 pl de tanto de los estandares como de las muestras.

Cubrir la placa, para protegerla de la luz e incubar durante 1 hora a T°
ambiente con agitacion constante de 500 rpm.

Realizar 3 lavados por aspiracion con amortiguador de lavado

Prepara la dilucién del coctel de anticuerpos biotinilados para la deteccion y
adicionar 25 pl/pozo. Dejar incubando durante 1 hora a T° ambiente con
agitacion constante de 500 rpm.

Lavar 3 veces por aspiracion.

Preparar la dilucion de estreptavidina ficoeritrina y adicionar 50 pl a cada pozo.
Incubar durante 30 min.

Lavar 3 veces por aspiracion.

Resuspender las microesferas con 125 pl de buffer de ensayo con agitacion de
1100 rpm durante 30 segundos.
Leer la placa en la plataforma Luminex (Bio-Plex de Bio-Rad)

La deteccién y cuantificacion de la concentraciéon de cada una de las moléculas se
realiza mediante el sofware de analisis del equipo a través de métodos de regresion
que da como resultado la concentracion en pg/ml presente en cada muestra, para
cada una de las moléculas analizadas, siendo una técnica totalmente cuantitativa. (Ver
protocolo del fabricante).
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