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Resumen

Objetivo: Establecer la utilidad de las concentraciones cervicovaginales de metaloproteinasa
de la matriz-9 en el segundo trimestre para la prediccion del parto pretérmino.

Materiales y método: Se realizd un estudio de casos-controles en 613 embarazadas que asistie-
ron al Hospital Central «Dr. Urquinaona», Maracaibo, Venezuela. El grupo A (n=52) fueron las
pacientes que presentaron parto pretérmino y el grupo B (n=561) fueron las mujeres con parto
a término (grupo control). Se compararon las concentraciones cervicovaginales de metalopro-
teinasa de la matriz-9 entre los grupos.

Resultados: La edad gestacional al momento de la determinacion de las concentraciones cer-
vicovaginales de metaloproteinasa de la matriz-9 fue de 26.2 4+ 1.1 semanas para el grupo A
y 25.94+ 1.1 semanas para el grupo B (p=ns). No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en la edad materna, el indice de masa corporal y los antecedentes de parto pre-
término (p=ns). Las mujeres del grupo A (252.6 +104.1ng/mL) presentaron concentraciones
significativamente mas altas de metaloproteinasa de la matriz-9 comparadas con las embara-
zadas del grupo B (214.7 +120.9 ng/mL; p <0.0285). Un valor de corte de 180ng/mL presento
un valor por debajo de la curva de 0.59, con sensibilidad del 75.0%, especificidad del 41.1%,
valor predictivo positivo del 10.5% y valor predictivo negativo del 94.6%.

Conclusion: Las concentraciones cervicovaginales de metaloproteinasa de la matriz-9 en el
segundo trimestre estan elevadas en las embarazadas que posteriormente presentan parto
pretérmino, pero no son Utiles en la prediccion de este.
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Abstract

Objective: To establish the prognostic usefulness of cervicovaginal fluid concentrations of
matrix metalloproteinase-9 in the second trimester for the prediction of preterm delivery.
Materials and method: A case-control study was conducted on 613 pregnant women attending
the Dr. Urquinaona Central Hospital, Maracaibo, Venezuela. Group A (n=52) women with pre-
term birth and group B (n=561) women with term birth, (control group) of pregnant women
who had term deliveries. The cervicovaginal concentrations of matrix metalloproteinase-9 were

Results: The mean gestation age at measurement of cervicovaginal concentrations of matrix
metalloproteinase-9 was 26.2 & 1.1 weeks in Group A, and 25.9 + 1.1 weeks in Group B (P=ns).
There were no significant differences in maternal age, body mass index, or history of pre-
term labour. Cervicovaginal matrix metalloproteinase-9 concentrations were higher in Group
A (252.6 £104.1ng/mL) than in Group B (214.7 +120.9ng/mL; P<.0285). A cut-off value of
180ng/mL had an under the curve value of 0.59, with a sensitivity of 75.0%, specificity
of 41.1%, positive predictive value of 10.5%, and negative predictive value of 94.6%.

Conclusion: Cervicovaginal matrix metalloproteinase-9 concentrations in second trimester are
elevated in pregnant women, who later had pre-term delivery, but are not useful for predicting

© 2017 Instituto Nacional de Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes. Published by Masson
Doyma México S.A. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://

Prediction
compared between the 2 groups.
this.
creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
Introduccion

El parto pretérmino (aquel que ocurre antes de las 37
semanas de embarazo) produce un aumento substancial
de la mortalidad perinatal y de la morbilidad neona-
tal a largo plazo'. Debido a que la tasa de parto
pretérmino continla en aumento, la prediccion y deteccién
temprana continlia siendo foco de atencion de la consulta
prenatal. Ademas, la identificacion de embarazadas con alto
riesgo de parto pretérmino es Util, ya que permite aumentar
el monitoreo prenatal y el uso de tratamientos preventivos
como la progesterona y el cerclaje cervical?.

Diferentes marcadores, incluyendo interleucina-6 y fac-
tor de necrosis tumoral alfa (que previamente han sido
medidos en suero, liquido amnidtico y liquido cervicovagi-
nal), estan asociados con la aparicion y el desarrollo de parto
pretérmino en embarazadas asintomaticas®*. La mayoria
son marcadores inflamatorios los cuales son obtenidos del
liquido amniético o cervicovaginal en embarazadas sinto-
maticas. Pocos estudios han medido las concentraciones de
biomarcadores en liquido cervicovaginal en mujeres asinto-
maticas durante el segundo trimestre>.

Las metaloproteinasas de la matriz (MMP) son enzimas
proteoliticas dependientes del zinc capaces de degradar
los componentes de la matriz extracelular, incluyendo el
colageno. La familia de la MMP humana consiste actual-
mente de 26 miembros y esta clasificada de acuerdo con el
sustrato especifico en colagenasas, gelatinasas, estromame-
lisinas, matrilisinas, MMP de tipo membrana y otras MMP® .
En forma mas especifica, la MMP-9, también conocida como
gelatinasa B, actlia en la remodelacion de la matriz extra-
celular, separando el colageno tipo IV, principal componente
de la membrana basal, del colageno tipoV y de la elastina®.

La MMP-9 es expresada en forma selectiva por amnios, tro-
foblasto y células deciduales. Ademas, es la principal MMP
expresada durante el parto. Se ha descrito correlacion entre
su expresion y la disminucion de la fuerza tensil de las
membranas ovulares®. Este tiempo selectivo de expresion
la convierte en un marcador molecular potencialmente Gtil
para la prediccion del trabajo de parto pretérmino durante
el segundo trimestre.

El objetivo de la investigacion fue establecer la utili-
dad de las concentraciones cervicovaginales de MMP-9 en el
segundo trimestre para la prediccion del parto pretérmino.

Materiales y método

Se realizd un estudio de casos y controles entre enero
de 2012 y octubre de 2015 que incluyé pacientes con
embarazos simples que fueron referidas al Hospital Central
«Dr. Urquinaona». Se obtuvo aprobacion del Comité de Etica
del Hospital antes del inicio de la investigacion y se obtuvo
el consentimiento por escrito de todas las pacientes. Las
embarazadas con parto pretérmino y aquellas con parto a
término fueron comparadas con relacion a las concentracio-
nes cervicovaginales de MMP-9.

Las pacientes con condiciones que producen alteracio-
nes de las concentraciones de MMP-9 —como infecciones
cronicas, alteraciones inflamatorias, neoplasias conocidas,
antecedentes de uso de corticosteroides, enfermedad hepa-
tica al momento de la investigacion, vaginitis, infeccion
del tracto urinario, insuficiencia renal, hipertension cronica,
relaciones sexuales en las 24 h previas o el uso de cualquier
sustancia que pudiera interferir con las concentraciones o
produccion del marcador— fueron excluidas.
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Tabla 1 Caracteristicas generales
Promedio + desviacion estandar Grupo A Grupo B p
Casos (n=52) Controles (n=561)
Edad materna, anos 30.3+6.9 29.8+7.4 ns
Edad gestacional al momento del examen, semanas 26.2+1.1 25.9+1.1 ns
indice de masa corporal, kg/m? 26.7+3.7 26.3+4 ns
Primigesta, n (%) 30 (57.6) 314 (55.9) ns
Antecedente de parto pretérmino, n (%) 11 (21.1) 111 (19.8) ns
También se descartaron las pacientes con condicio- 500 7 p =0.0285

nes obstétricas como embarazos multiples, restriccion del
crecimiento intrauterino del feto, anomalias placentarias,
placenta previa, alteraciones de la frecuencia cardiaca
fetal, sangrado genital durante el embarazo, anomalias
cromosomicas o congénitas, presencia de infecciones intra-
uterinas (por ejemplo, corioamnionitis), rotura prematura
de membranas, polihidramnios, incompetencia istmico-
cervical o malformaciones uterinas conocidas, placenta
previa, diabetes mellitus y preeclampsia/eclampsia. Aque-
llas pacientes con antecedentes de habito tabaquico o con
embarazos con edad gestacional incierta no fueron seleccio-
nadas para la investigacion.

Una vez determinadas las pacientes para el estudio,
se llend una ficha de recoleccion de datos que incluyo:
identificacion de la paciente, antecedentes personales y
gineco-obstétricos, control prenatal, edad de gestacion (por
fecha de ultima regla o ecografia del primer trimestre) y
concentraciones séricas de MMP-9. La edad gestacional se
calculd sobre la fecha de la Gltima menstruacion, previo a la
semana 20 del embarazo. Las muestras de la secrecion cervi-
covaginal se tomaron entre las 24 y 28 semanas de embarazo
para determinar las concentraciones de MMP-9. Todos los
embarazos fueron seguidos hasta el parto, tanto las pacien-
tes con partos pretérminos antes de las 37 semanas (grupo
A) como aquellas con parto a término (grupo B).

Las muestras cervicovaginales fueron obtenidas utili-
zando un hisopo de Darcron que fue colocado primero en el
orificio cervical externoy luego en el fondo de saco posterior
de la vagina por 10 segundos, utilizando un espéculo estéril,
y posteriormente fueron colocadas en un tubo estéril con
0.5mL de solucion buffer. Todas las muestras fueron alma-
cenadas a -20°C hasta el momento de la determinacion.
Posteriormente, los hisopos fueron ligeramente exprimidos
y una muestra de 100 picoL de la solucion fue utilizada para
la determinacion. Las concentraciones cervicovaginales de
MMP-9 se midieron utilizando una prueba comercial de inmu-
noabsorcion ligada a enzimas (GE Healthcare, Reino Unido).
El limite de sensibilidad de la prueba fue de 1.25ng/mL. La
determinacion fue realizada por personal que desconocia las
caracteristicas de las pacientes en estudio. Los coeficientes
de variabilidad inter- e intraensayo fueron menores del 4y
del 2%, respectivamente.

Se presentaron los valores obtenidos como prome-
dio 4 desviacion estandar. Se utilizé la prueba t de Student
para comparar las variables continuas. La precision de las
concentraciones séricas de MMP-9 para la prediccion de
parto pretérmino es mostrada en funcion de sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo
negativo. Se utilizd el analisis operador-receptor para
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Figura1 Concentraciones cervicovaginales de MMP-9 en cada
uno de los grupos de estudio.

determinar el mejor valor de corte para la prediccion. Se
considerd p <0.05 como estadisticamente significativa.

Resultados

Se seleccionaron un total de 800 pacientes para la inves-
tigacion, de las cuales 191 fueron excluidas por presentar
diferentes complicaciones obstétricas. Otras 48 pacientes
se retiraron o se perdieron del seguimiento y no se pudo
establecer el tipo de parto que presentaron. Para el analisis
se incluyeron un total de 613 embarazadas de las cua-
les 52 embarazadas (8.4%) presentaron parto pretérmino
(grupo A, casos) y 561 embarazadas (91.8%) presentaron
partos a término (grupo B, controles). Las caracteristi-
cas de ambos grupos se muestran en la tabla 1. La edad
materna fue de 30.3+6.9 anos y 29.8 +£7.4 afos para los
grupos A y B, respectivamente (p=0.270). No se encontra-
ron diferencias significativas en el indice de masa corporal
(p=0.487) y antecedentes de parto pretérmino (p=0.855).
No se hallaron diferencias significativas en la frecuencia de
primigestas entre ambos grupos (p=0.884). La edad gesta-
cional al momento del examen fue de 26.2 +- 1.1 semanas en
el grupo Ay de 25.9 + 1.1 semanas en el grupo B (p=0.129).
La edad gestacional promedio al momento del parto en el
grupo A fue de 32.9 +1.2 semanas y para el grupo B fue de
38.9 £ 1.5 semanas (p <0.0001).

En la figura 1 se muestran las concentraciones cer-
vicovaginales de MMP-9 en cada uno de los grupos. Las
embarazadas del grupo A presentaron concentraciones signi-
ficativamente mas altas (252.6 & 104.1 ng/mL) comparadas
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Figura 2 Curva operador-receptor para las concentraciones

cervicovaginales de MMP-9 en la prediccion del parto pretér-
mino.

con las embarazadas del grupo B (214.7 +120.9ng/mL;
p <0.0285).

En la figura 2 se muestra la curva operador-receptor
para la precision diagnostica de la MMP-9 para la prediccion
de parto pretérmino. Un valor de corte de 180ng/mL
presentd un valor por debajo de la curva de 0.59 (intervalo
de confianza [IC] del 95%: 0,51-0,66) con una sensibilidad
del 75.0% (IC del 95%: 61.1-85.9), especificidad del 41.1%
(IC del 95%: 37.0-45.4%), valor predictivo positivo del
10.5% (IC del 95%: 7.6-14.1%) y valor predictivo negativo
del 94.6% (IC del 95%: 91.0-97.1%). La relacion de
probabilidad fue de 1.275 (IC del 95%: 1.040-1.474).

Discusion

Esta bien establecido que el crecimiento, desarrollo y
funcion normal de la placenta son cruciales para el
embarazo exitoso’. Las MMP contribuyen con la remodela-
cion/degradacion de la matriz extracelular en el proceso
de parto pretérmino y a término en el embarazo humano.
Existe poca informacion sobre la posible asociacion entre las
concentraciones de MMP-9 y el riesgo de parto pretérmino
en embarazadas que no presentan modificaciones cervicales
y tienen las membranas intactas. Debido a que la inflama-
cion es una de las principales causas de parto pretérmino al
final del segundo y comienzo del tercer trimestre, se espe-
raria encontrar concentraciones mas elevadas de algunos
marcadores en las mujeres con riesgo de parto pretérmino.
Existen varios estudios que examinan las concentraciones de
MMP-9 en las membranas fetales y liquido amnidtico
tanto en el parto pretérmino como a término indicando su
papel en el proceso del parto'®'",

Los resultados de la investigacion demuestran que las
concentraciones cervicovaginales de MMP-9 durante el
segundo trimestre son mas elevadas en las embarazadas
con parto pretérmino comparado con las embarazadas con
partos a término. Sin embargo, las concentraciones de

MMP-9 no son Utiles en la prediccion de esta complica-
cion. La importancia de los hallazgos se basa en que esta
es importante en la separacion entre la placenta y la pared
uterina durante el parto'?. Un aumento de las concentracio-
nes cervicovaginales podria ser un indicador de aumento de
la degradacién de la matriz extracelular en las membranas
fetales y la placenta, lo que llevaria a parto pretérmino,
rotura de membranas y desprendimiento placentario de su
sitio de insercion'3.

Hasta la fecha se desconoce si alguna investigacion ha
medido las concentraciones en liquido cervicovaginal de
MMP-9. Fortunato et al.'* demostraron que las concentra-
ciones de MMP-9 en liquido amnidtico estan aumentadas en
las pacientes con rotura prematura de membranas. También
se ha reportado incremento de la actividad en las membra-
nas fetales, miometrio y placenta al momento del parto a
término'>">. Sorokin et al.’® midieron las concentraciones
séricas de MMP-9 y no encontraron diferencias en las concen-
traciones ni asociacion con incremento del riesgo del parto
pretérmino. Choi et al."” investigaron los cambios en las con-
centraciones de MMP-9 en el liquido cervicovaginal durante
el embarazo y su asociacion con el parto. Encontraron que
las concentraciones eran similares en las embarazadas que
no estaban en trabajo de parto, aquellas con parto pretér-
mino espontaneo o rotura prematura de membranas.

Las diferencias en los disenos de estudio, los resulta-
dos de las concentraciones en otros fluidos corporales, el
momento de recoleccion de la muestra, las caracteristi-
cas subyacentes de las poblaciones en estudio y el control
incompleto de los factores de confusion pueden explicar la
variabilidad en los resultados de diferentes estudios. La falta
de utilidad de la MMP-9 en esta investigacion para ser utili-
zada como un elemento de prediccion de parto pretérmino,
como se observo (valor del area bajo la curva menor de
0.75), se puede deber a que las concentraciones de MMP-
9 antes del tercer trimestre pueden no estar asociadas con
el parto pretérmino.

Existen varias posibles explicaciones para los hallaz-
gos de esta investigacion. Se ha descrito aumento del
recuento de granulocitos en el orificio cervical externo
durante el curso del embarazo normal, con un marcado
incremento durante la fase activa del parto'®. Los estudios
microscopicos realizados en las secreciones cervicovagina-
les demuestran una mayor cantidad de neutrofilos'®. Por lo
tanto, la mas alta concentracion de MMP-9 observada en esta
investigacion en las pacientes que posteriormente desarro-
llan parto pretérmino probablemente deriva del aumento de
las concentraciones de neutrofilos, lo que significa que su
origen puede ser celular. La produccion de MMP-9 del cuello
dilatado sometido a extensa remodelacion puede contribuir
a su presencia en el liquido cervicovaginal, pero se desco-
noce la fuerza de esta asociacion. En forma adicional, la
seleccion de neutrofilos que produce la inflamacion inducida
por el parto puede aumentar las concentraciones?.

Por otra parte, el hecho de que los leucocitos cervicales
(en especial los macroéfagos) secreten MMP-9 en el emba-
razo a término?’, y que la deplecién de estos evita el parto
inducido por lipopolisacaridos en ratones?', sugiere que los
macrofagos también son una fuente de MMP-9 y contribuyen
al proceso del parto, tanto en embarazos a término como en
aquellos pretérmino. Mas aln, las citocinas IL-1beta y factor
de necrosis tumoral alfa incrementan las concentraciones
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de MMP-9, la cual es otra via por la cual los macrofagos
participan en el proceso de maduracion cervical. Los macro-
fagos también pueden jugar un papel en la rotura prematura
de membranas debido a que se acumulan en estos teji-
dos y producen MMP?2, Las concentraciones de MMP-9 estan
aumentadas en forma significativa en las membranas fetales
durante el parto a término, parto pretérmino’®, lo cual rela-
ciona directamente esta enzima con la rotura de membranas
fisiologica y patoldgica. Ademas, estas citocinas proinflama-
torias liberadas durante el parto regulan la liberacion de
MMP por las membranas fetales??, sugiriendo otro meca-
nismo por el cual los macroéfagos podrian contribuir al parto
pretérmino.

La identificacion de todos estos mecanismos ha llevado
a la investigacion de aquellas células responsables de la
liberacion de MMP-9 en el parto pretérmino. Se ha estable-
cido que los fibroblastos cervicales son capaces de liberar
MMP-9 en cultivo?. Imada et al.?> demostraron que los fibro-
blastos cervicales de conejo sintetizan MMP-9 en cultivo.
También se debe considerar que las citocinas secretadas por
miometrio, placenta y membranas fetales pueden contri-
buir a la liberacion de MMP en el cuello en ausencia de
células inflamatorias?®. Ademas, es posible que los media-
dores inflamatorios secretados por los neutrofilos infiltren
la interfase materno-fetal alcanzando el estroma cervical y
promoviendo la liberacién de MMP.

Estudios en ratones han sugerido que el mecanismo de
remodelacion cervical en el parto pretérmino es diferente
a la maduracion cervical a término?-?%, En uno de estos
estudios la expresion de genes proinflamatorios esta aumen-
tada en el parto pretérmino en comparacion con el parto a
término?’. El otro estudio demostré que la maduracion cer-
vical antes del término del embarazo puede ser iniciada por
mas de un mecanismo y no es necesariamente la aceleracion
del proceso fisiologico del parto a término?.

Se ha propuesto la siguiente secuencia para el desarro-
llo de parto a término y pretérmino. El parto pretérmino se
inicia por la activacion del complemento, la cual no es nece-
saria para el parto a término. También se ha demostrado
que el parto a término no es dependiente de los leucocitos,
mientras que por otra parte el parto pretérmino es mediado
por los macrofagos y estos son la fuente de MMP-9. Mientras
que los fibroblastos del estroma cervical y las células del
epitelio columnar parecen ser responsables de la produccion
de MMP en la remodelacién cervical a término?’, el aumento
de las concentraciones de MMP-9 actlia sobre la activacion
del complemento C5a en el parto pretérmino. Estudios pre-
vios sugieren que la disminucion de las concentraciones de
progesterona es el factor que inicia las modificaciones cer-
vicales a término®.

Conclusion

Las concentraciones cervicovaginales de MMP-9 en el
segundo trimestre estan elevadas en las embarazadas que
posteriormente presentan parto pretérmino, pero no son
Gtiles en la prediccion de este.
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