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RESUMEN

Antecedentes: |a rotura fisiolégica y patoldgica de las membranas es un fendmeno complejo con diversos procesos bioquimicos, se sabe
que en membranas de tejidos a término la actividad colagenolitica aumenta y el contenido de colagena disminuye respecto de las pretér-
mino. La identificacién de estos procesos en el mecanismo de rotura permitié proponer que las membranas fetales y la decidua pueden
responder a estimulos bioquimicos y mecanicos, y producir mediadores que degradan la matriz extracelular de las membranas.
Objetivo: identificar simultaneamente, mediante microarreglo soluble, diferentes metaloproteasas de matriz extracelular en extractos de
membranas corioamniéticas de embarazos a término y pretérmino.

Pacientes y métodos: mediante estudio biomédico experimental se obtuvieron explantes de membranas corioamniéticas de cuatro grupos
de mujeres (n = 6). Grupo 1: a término sin trabajo de parto espontaneo; grupo 2: a término con trabajo de parto espontaneo; grupo 3: a
término con rotura prematura de membranas, y grupo 4: con parto pretérmino. Los explantes se incubaron durante 24 h, se homogenei-
zaron y filtraron. En los extractos simultaneamente hubo MMP-1, 2, 3,7, 8,9, 12y 13.

Resultados: las metaloproteasas mas abundantes en todos los extractos de membranas corioamniéticas fueron la 8 y la 2. Sin embargo,
la concentracion de la 8 en el grupo 3 fue significativamente mayor respecto de los grupos 1y 2 (p = 0.01), y mayor en el grupo 4 respecto
del grupo 1 (p = 0.01).

Conclusiones: la activacion de los procesos celulares que ocasionan la colagendlisis de las membranas corioamniéticas bajo condiciones fisiol6-
gicas es diferente en los casos de rotura prematura de membranas o parto pretérmino, y se caracteriza por altas concentraciones de MMP-8.
Palabras clave: microarreglo soluble, rotura de membranas, rotura prematura de membranas, metaloproteasas de matriz extracelular,
membranas corioamnidticas.

ABSTRACT

Background: Physiological and pathological membrane rupture is a complex phenomenon with different biochemical processes; it is known
that collagenolitic activity rises and collagen content diminishes within term tissue membranes in comparison to preterm membranes. Iden-
tification of these processes within rupture mechanism allows to suggest that fetal membranes and decidua can respond to biochemical
and mechanical stimulus alike, and to produce mediators that degrade matrix of intracellular membranes.

Objective: To identify simultaneously, whit a soluble microarray, different matrix metalloproteinases in extracts from amniochorion of
pregnancies at term and preterm.

Patients and methods: Biomedical experimental study where amniochorion explants were obtained from four women groups. Group 1: at
term with spontaneous labor; group 2: at term without labor; group 3: at term with premature rupture of membranes, and group 4: preterm
labor. Explants were cultured for 24 h and then homogenated in their own culture media to obtain cell free extracts. MMP were identified
in these extracts using a soluble microarray for MMPs that included: MMP-1, -2, -3, -7, -8, -9, -12 and -13.

Results: MMP-8 and -2 were the enzymes most abundant in all the extracts of amniochorion. However, the concentration of MMP-8 in the
extracts of group 3 (PROM) was significantly greater in comparison with the extracts of groups 1 and 2 (p = 0.01). The MMP-8 also was in
greater concentration in the extracts of group 4 (preterm labor) in comparison with in the extracts of group 1 (p = 0.01).

Conclusion: Activation of cellular processes that lead to the degradation of connective tissue in the MCA under physiological conditions seems to defer
in originating tissues from cases with PROM or preterm labor, and this activation is characterized by an increase in the concentration of MMP-8.
Key words: soluble microarray, rupture of membranes, premature rupture of membranes, matrix metalloproteinases, chorioamniotic
membranes.
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RESUME

Antécédents : la rupture physiologique et pathologique des membranes est un phénoméne complexe comportant des procées biochimiques
divers, on sait que dans des membranes de tissus a terme I'activité collagéne-lytique augmente et le contenu de collagéne diminue au respect des
avant-terme. L'identification de ces procés dans le mécanisme de rupture a permis de proposer que les membranes foetales et la caduque peuvent
répondre a des stimulus biochimiques et mécaniques et produire des médiateurs qui dégradent la matrice extracellulaire des membranes.
Objectif : identifier simultanément au moyen des puces a ADN solubles des différentes métalloprotéases de matrice extracellulaire en
extraits des membranes chorioamniotiques de grossesses a terme et avant-terme.

Matériel et méthodes : au moyen d’étude biomédicale expérimentale on a obtenu des explants de MCA de quatre groupes de femmes
(n = 6). Groupe 1 : a terme sans travail spontané, groupe 2 : a terme avec travail spontané, groupe 3 : a terme avec rupture prématurée
des membranes et groupe 4 : avec accouchement avant-terme. Les explants ont été incubés pendant 24 h, ils ont été homogénéisés et
filtrés. Dans les extraits il y a eu simultanément MMP-1, 2, 3,7, 8,9, 12 et 13.

Résultats : les MMP les plus abondantes dans tous les extraits de MCA ont été la 8 et la 2. Cependant, la concentration de la 8 dans le groupe
3 a été significativement majeure au respect des groupes 1 et 2 ( p = 0.01) et majeur dans le groupe 4 au respect du groupe 1 ( p = 0.01).
Conclusions : 'activation des procés cellulaires qui provoquent la collagénolyse des MCA sous conditions physiologiques est différente
dans les cas de RPM ou accouchement avant-terme et se caractérise par de hautes concentrations de MMP-8.

Mots-clés : puces a ADN solubles, rupture des membranes, rupture prématurée des membranes, métalloprotéases de matrice extrace-
llulaire, membranes chorioamniotiques.

RESUMO

Antecedentes: A quebra fisiolégica e patoldgica das membranas € um fenédmeno complexo com diversos processos bioquimicos, sabe-
se que em membranas de tecidos em términos da atividade colagenolitica aumenta e em pretérmino o contetido de colageno diminue.
A identificacdo desses processos em mecanismo de quebra permitiu propor que a membranas fetais e a decidua podem responder a
estimulos bioquimicos e mecéanicos, e produzir mediadores que degradam a matriz extracelular das membranas.

Objetivo: Identificar simultaneamente mediante micro reparo sollvel, diferentes metilprotease de matriz extracelular em extratos de
membranas corioamniéticas de gravidez em término e pretérmino.

Material e métodos: Através de estudo biomédico experimental obtiveram nivéis de membranas corioamniéticas de quatro grupos de
mulheres (n = 6). Grupo I: em término sem trabalho de parto espontaneo; grupo 2: em término com trabalho de parto espontaneo; grupo
3: em término com quebra prematura de membranas; e grupo 4: com parto pretérmino. Os nivéis foram incubados durante 24 horas,
homogenizado e filtrado. Nos extratos tiveram MMP-1, 2, 3, 7, 8, 9,12 e 13, simultaneamente.

Resultados: Metilprotease mais abundantes em todos os extratos de membranas corioamniéticas foram na 8 e na 2. Entretanto a concentragao da
8 do grupo 3 foi significativamente maior em relagao dos grupos 1 e 2 (p = 0,01), e maior no grupo quatro em relagdo ao grupo 1 (p = 0,01).
Conclusoes: A ativagdo dos processos celulares que ocasionam a colagenolises das membranas corioamniéticas baixo condigdes fisioldgicas
¢é diferente nos casos de quebra prematura de membranas ou parto pretérmino, e caracteriza-se por altas concentragdes de MMP-8.
Palavras-chave: micro reparo soluvel, quebra de membranas, quebra prematura de membranas, metilprotease de matriz extracelular,
membranas corioamnioéticas.
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intersticial, tipos | y 11l con pequefas cantidades de
tipos V, VI y VII, provee la mayor fuerza de tensién a
estas estructuras. Sin embargo, la colagena de tipo IV
distribuida en las distintas capas histoldgicas de las
membranas conforma un contenedor tridimensional
de las fibras de colagena tipos | y Il1. Esta composicion
y arreglo de la colagena le confiere a las membranas
sus caracteristicas de extensibilidad, elasticidad y
retraccion, que son fundamentales para el manteni-
miento del feto hasta el final de la gestacion.?

La rotura de las membranas corioamnidticas, en
forma sincrénica con las contracciones uterinas y la
dilatacion y el borramiento del cuello uterino, es un
evento que se manifiesta en conjunto para facilitar la
expulsion del feto; sin embargo, en algunas mujeres
las membranas se rompen en ausencia de todos los
demas eventos que caracterizan al trabajo de parto
(rotura prematura de membranas). En la actualidad se
ha demostrado que la rotura de las membranas, tanto
en condiciones fisiol6gicas como patoldgicas, repre-
senta un fendmeno complejo que involucra diversos
procesos bioquimicos entre los que se encuentran la
secrecion de diversos mediadores de inflamaciony la
alteracion de la estructura de la colagena que les da
soporte. En las membranas provenientes de tejidos a
término la actividad colagenolitica estd aumentada, y
como consecuencia el contenido de colagena dismi-
nuye en relacion con las membranas pretérmino.*®
La identificacion de estos procesos, en el mecanismo
de rotura, ha permitido proponer que las membranas
fetales y la decidua pueden responder a estimulos
bioquimicos y mecénicos, para producir mediadores,
como prostaglandinas, citocinas y enzimas que degra-
dan la matriz extracelular de las membranas.*57

Las metaloproteasas de matriz extracelular (MMP,
matrix metalloproteinases) son enzimas dependientes de
iones como Ca?" y Zn? 2 Estas enzimas pueden subagru-
parse estructuralmente, de acuerdo con la homologia
que muestran en sus dominiosy con la especificidad por
su sustrato, en colagenasas, gelatinasas, estromelisinas,
metaloproteasas de matriz tipo membrana (MT-MMP,
membrane-type matrix metalloproteinases) y otras MMP,
donde se encuentran enzimas que alin no han sido
completamente caracterizadas.® En la bibliografia se ha
reportado la participacion de diversas metaloproteasas,
comolas1,2,3,8,9, 10y 11, como constituyentes fisio-

I6gicos del microambiente que rodea a las membranas,
y algunas de ellas vinculadas con casos de rotura pre-
matura de membranas pretérmino.21°

El objetivo de este trabajo fue identificar simulta-
neamente diferentes metaloproteasas en extractos de
membranas corioamnidticas mediante un microarreglo
soluble (microesferas unidas a anticuerpos especificos)
y encontrar la relacion de su concentracion con el traba-
jo de parto en condiciones fisiolégicas y patoldgicas.

PACIENTES Y METODOS

Pacientes

En la Unidad de Tococirugia del Instituto Nacional de
Perinatologia se obtuvieron membranas corioamnidticas
de mujeres sin hallazgos clinicos o microbiol6gicos, o
ambos, de infeccion con las siguientes caracteristicas:

Grupo 1. Embarazos de 37 a 40 semanas de gesta-
cién con indicacién de operacién cesarea en los que se
comprobd ausencia de trabajo de parto espontaneo.

Grupo 2. Embarazos de 37 a 40 semanas de gestacion
con trabajo de parto espontaneo.

Grupo 3. Embarazos de 37 a 40 semanas con rotura
prematura de membranas corioamniéticas, sin impor-
tar la via de resolucion.

Grupo 4. Embarazos con trabajo de parto pretérmi-
no, sin importar la via de resolucion.

Metodologia

Obtencién de extractos de membranas corioamniéticas
En la sala de expulsién, inmediatamente después
de ser extraida la placenta, se tomd una muestra de
toda la superficie de las membranas corioamnioticas,
para analisis microbioldgico y descartar infeccion.
Las membranas corioamnidticas se transportaron al
laboratorio en medio Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM) con antibidtico-antimicético al 1%, y una
vez ahi y en condiciones de esterilidad se lavaron con
solucion salina fisioldgica, se extendieron sobre una
superficie planay se hicieron explantes de 45 cm? que
se cultivaron en 45 mL de DMEM complementado
con 1% de piruvato de sodio y 1% de antibiético-an-
timicatico. Después de esta incubacién, los explantes
se homogenizaron con un Polytron (KINEMATICA
AG) en su medio condicionado, se centrifugaron a
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4,000 rpm durante dos horas, se filtraron con una
membrana de 0.22 4 (CORNING) y se conservaron a
-20 °C hasta su uso.

Cuantificacioén de las metaloproteasas de matriz extracelular
en los extractos de las membranas corioamnidticas

En los extractos de membranas corioamnidticas se
identificaron diferentes metaloproteasas por medio
de un microarreglo soluble de microesferas unidas
a anticuerpos anti metaloproteasas, Bio-Plex™ Sus-
pension Array System (Bio-Rad Laboratories). Con
este microarreglo se pueden detectar ocho metalopro-
teasas: 1, 2, 3,7, 8,9, 12 y 13, mediante microesferas
unidas a anticuerpos especificos y a fluorocromos.
Cuando las metaloproteasas estan unidas a su an-
ticuerpo especifico, el fluorocromo (ficoeritrina) se
excita con un laser de 532 nm y se captura la luz
emitida, a mayor fluorescencia mayor concentracion
de la metaloproteasa en la muestra. Las diferencias de
intensidad de la fluorescencia de cada metaloproteasa
permiten cuantificar la concentracion de cada una de
estas moléculas por fluorometria.

Anélisis estadistico

Los datos no tuvieron distribuciéon normal, por lo que
se utilizaron pruebas no paramétricas (U de Mann-
Whitney) para evaluar diferencias estadisticas.

RESULTADOS

Los resultados del microarreglo soluble anti metalopro-
teasas mostraron que en los cuatro grupos de estudio
las metaloproteasas mas abundantes en los extractos
de membranas corioamniéticas fueron la 8 y la 2. Sin
embargo, la concentracion de metaloproteasa 8 en los
extractos de membranas corioamnidticas provenientes
de tejidos a término con rotura prematura de mem-
branas fue significativamente mayor en comparacion
con los extractos de membranas corioamnidticas de
tejidos a término, sin y con trabajo de parto (p = 0.01
en ambos casos). La metaloproteasa 8 también tuvo
mayor concentracion en los extractos de membranas
corioamnidticas provenientes de tejidos pretérmino
en comparacion con los extractos de membranas co-
rioamnioticas de tejidos a término sin trabajo de parto
(p =0.01, figura 1).

DISCUSION

El mecanismo molecular que desencadena la rotura
de las membranas corioamniéticas en condiciones
fisiologicas y patoldgicas, aln no esta totalmente
establecido. Sin embargo, se ha demostrado que este
episodio es muy complejo y comprende distintos
procesos bioquimicos, principalmente la degradacion
de la matriz extracelular por las metaloproteasas de
matriz extracelular.™

Se sabe que la metaloproteasa 1 es una enzima que
constituye fisiolégicamente al liqguido amnidtico, y el
incremento en su concentracién se asocia con casos de
rotura prematura de membranas pretérmino.’® En nuestro
estudio no hubo diferencias significativas entre los grupos
de estudio; sin embargo, hay tendencia a encontrarla en
mayor concentracion en los extractos de tejidos con rotura
prematura de membranas y parto pretérmino.

La MMP-2 se encuentra en concentraciones constantes
en el liquido amnidtico y en los tejidos gestacionales a lo
largo del embarazo, su expresion no tiene variaciones en
las membranas corioamniéticas a término o pretérminoy
se halocalizado en el amnios, en la capa de trofoblasto del
corion y en la decidua.’?®® En nuestro estudio tampoco
se encontraron variaciones en la concentracion de esta
enzima, y por ello se considera que no tiene participa-
cién en los procesos de degradacion del tejido conectivo
relacionados con el trabajo de parto.

La expresion de MMP-3 y MMP-7, junto con otras
estromelisinas, se ha comprobado en membranas fetales,
placentay liquido amniético, por lo que se considera que
estas enzimas son capaces de degradar componentes de la
matriz extracelular, incluidas la coldgenatipo IV, laminina,
elastina y los proteoglicanos.** En nuestro analisis no se
comprobaron cambios significativos de MMP-3 0 MMP-7
al activarse el trabajo de parto, ni en las condiciones de
rotura prematura de membranas y parto pretérmino.

En su mayor parte la MMP-8 es producida por
células del corion en las membranas fetales; sin em-
bargo, se sabe que su concentracién aumenta hasta en
cinco veces en los tejidos de mujeres con trabajo de
parto, respecto de los de aquellas sin trabajo de parto,
y también que durante el trabajo de parto aumenta la
expresion del ARNm de esta enzima.*® Nuestros resul-
tados no confirman estos hallazgos, y aunque existe un
incremento en la cantidad de metaloproteasa 8 detec-
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Grupo 1. Extractos de membranas corioamnioticas Grupo 2. Extractos de membranas corioamniéticas
sin trabajo de parto con trabajo de parto
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Figura 1. Microarreglo soluble de microesferas unidas a anticuerpos anti metaloproteasas (Bio-Plex™ Suspension Array System). Las
metaloproteasas 8 y 2 fueron las dos enzimas mas abundantes en todos los extractos de membranas corioamniéticas. Sin embargo,
la metaloproteasa 8 se encontré en mayor concentracion en los extractos con rotura prematura de membranas y parto pretérmino
respecto de los demas grupos. Las barras representan el promedio de los datos y la DE (n = 6, cada grupo).

tada en los extractos de las membranas con trabajo de Tanto en el epitelio amnidtico como en el corion se
parto, no es significativo. No obstante, al compararse ha comprobado la expresién de la metaloproteasa 9;
los extractos de las membranas afectadas con rotura  sin embargo, se sabe que ésta aumenta en el momen-
prematura de membranas y parto pretérminoconlos  to del trabajo de parto. También se han relacionado
de sin trabajo de parto, si hubo diferencias. concentraciones elevadas de estaenzimaen el liquido
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amniotico durante el trabajo de parto y la rotura pre-
matura de membranas.>*!® Nuestros resultados no
arrojaron diferencias en las concentraciones de esta
enzimaen cualquiera de las condiciones exploradas, lo
que pudo deberse a que la metaloproteasa 9 es capaz
de formar un complejo estable imposible de disociarse
en las condiciones en que fue preparado el extracto.

La metaloproteasa 12 es producida principalmente
por macréfagos y se ha asociado con diversas enfer-
medades, no obstante, se conoce poco de esta enzima
en los tejidos gestacionales.'” En el presente estudio
se encontrd en concentraciones muy bajas y sin dife-
rencias entre los grupos, lo que explica su poca o nula
relevancia en el embarazo.

La metaloproteasa 13 es expresada y producida por
las membranas fetales y es un constituyente fisiolgico
del liquido amniotico. Esta enzima no se ha vinculado
con el parto pretérmino.’® En nuestro sistema esta enzima
no se detectd en ninguno de los cuatro grupos de trabajo,
lo que se contrapone con lo descrito en la bibliografia.

CONCLUSION

Las membranas corioamnidticas y las células inmuno-
I6gicas infiltradas en estos tejidos podrian participar
en la rotura de las membranas, al producir e inducir
la produccion de metaloproteasas y otros mediadores,
por esto es relevante cuantificar las metaloproteasas
secretadas por las membranas corioamniéticas.

En este estudio se analiz6 de manera simultanea la
concentracion relativa de todas las metaloproteasas
relevantes para la degradacion del tejido conectivo
del corioamnios en cuatro condiciones diferentes
asociadas con el trabajo de parto normal o anormal. El
uso de estas técnicas proteémicas confiere un enfoque
gue hasta ahora no se habia intentado en el anélisis de
secreciones complejas, que permite vislumbrar en el
futuro inmediato su utilizacién en el estudio clinico del
problema del parto pretérmino y la rotura prematura
de membranas. Asi se podré intentar el anélisis de la
composicién del perfil de este grupo de enzimas en
secreciones cervicovaginales para, con un enfoque
més amplio, proponer el uso de perfiles de este tipo de
moléculas en la identificacion de la progresion normal
y anormal del trabajo de parto.
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