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RESUMEN:

Desde hace mas de 60 afios, el sulfato de magnesio (MgS0,) es el farmaco de eleccion para el tratamiento de la
preeclampsia en las salas de obstetricia. La etiologia de la preeclampsia no ha sido establecida. Diferentes estudios,
han demostrado que durante la preeclampsia se presenta una disfunciéon endotelial y un aumento de los medidores
inflamatorios. El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto del MgSO, sobre la produccién de citocinas
en los explantes de placentas sanas del tercer trimestre en condiciones inflamatorias y de hipoxia. Los explantes
fueron cultivados en presencia de MgSO, o Lipopolisacaridos (LPS), tanto en normoxia como hipoxia. Un grupo
de explantes fueron tratados con MgS0, y transcurridas 24 horas se expusieron a LPS y viceversa. En normoxia,
el MgS0, incrementa los niveles de TNF-a e IL-1f3, los mismos resultados se obtienen al incubar los explantes con
MgSO0,y luego con LPS observandose ademas un incremento de IL-10. Al exponer los explantes a LPS y luego a MgS0,,
aumentaron los niveles de IL-1f. En hipoxia, el MgSO, promueve la liberacién IL-1f. En los explantes expuestos a
LPS y luego a MgS0O, aumentaron los niveles de IL-1f. En conclusion, el MgSO, posee una accién anti-inflamatoria
tanto en condiciones de normoxia como de hipoxia, al reducir los niveles de citocinas pro-inflamatorias (TNF-a e IL-
1B) y estimular la secrecion de citocinas anti-inflamatorias (IL-10) en presencia de LPS en los cultivos de explantes.
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MAGNESIUM SULPHATE AND ITS ANTI-INFLAMMATORY ACTION IN PLACENTA EXPLANTS

SUMMARY

For more than 60 years, magnesium sulfate (MgS0,) is the drug of choice for the treatment of preeclampsia in
obstetric wards. The etiology of preeclampsia has not been established. Different studies have shown that endothelial
dysfunction and an increase in inflammatory meters occur during preeclampsia. The objective of the present work
was to evaluate the effect of MgS0O, on cytokine production in explants of healthy third trimester placentas under
inflammatory and hypoxic conditions. The explants were cultured in the presence of MgSO, or Lipopolysaccharides
(LPS), both in normoxia and hypoxia. A group of explants were treated with MgS0O, and after 24 hours they were
exposed to LPS and vice versa. In normoxia, MgSO, increases TNF-a and IL-1f3 levels, the same results are obtained
by incubating the explants with MgS0, and then with LPS, also observing an increase in IL-10. Exposing the explants
to LPS and then to MgSO, increased IL-1f levels. In hypoxia, MgSO, promotes IL-1f release. In explants exposed
to LPS and then MgSO,, IL-1p levels increased. In conclusion, MgSO, has an anti-inflammatory action both under
normoxia and hypoxic conditions, by reducing the levels of pro-inflammatory cytokines (TNF-a and IL-1f3) and
stimulating the secretion of anti-inflammatory cytokines (IL- 10) in the presence of LPS in explant cultures..
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2-8% de los embarazos, siendo este trastorno una de las
causas mas frecuentes de morbilidad y mortalidad de la
madre y/o el feto (4-13).

Introduccion

La preeclampsia es un trastorno multisistémico del
embarazo que ocurre en la mujer después de la semana

veinte de gestacion, asociada a diversos factores de
riesgos y caracterizado por presentar hipertension,
edema y la presencia de proteinuria (Tabla 1) (1-3). Se
estima que esta enfermedad puede complicar entre el

Hasta la fecha la etiologia de la preeclampsia no ha
sido establecida, se han propuesto varias hipdtesis
que han tratado de explicar la génesis de la misma.
Datos provenientes de diferentes estudios, han
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Tabla 1. Criterios clinicos y factores de riesgos asociados a la preeclampsia

CRITERIOS CLINICOS

Hipertensidn arterial:

Presion sistolica

=140 - 160 mm Hg

Que excedan los valores basales en 20 mm Hg (debidamente comprobado en al menos dos

tomas, con 4 horas de intervalo entre cada una).

Presion diastolica

>90 - 110 mm Hg

Que exceda los valores basales en 20 mm Hg (debidamente comprobado en al menos dos

tomas, con 4 horas de intervalo entre cada una)

Proteinuria en 24 horas (Indice proteina /creatinina > 0,3)

=300 - 500 mg.

COMPLICACIONES CLINICAS

Oliguria

Edema agudo de Pulmén
Trastornos cerebrales y/o visuales
Convulsiones eclampticas

Dolor persistente y severo en el epigastrio derecho

Rotura o deterioro de la funcién Hepdtica (Valores de transaminasas al dobles de su

valores normales)

Evidencia clinica o de laboratorio de coagulacién intravascular diseminada

Trombocitopenia (Contaje de plaquetas > 100.000 10°/L)

Hemolisis microangiopdtica

Ausente / Presente
Ausente / Presente
Ausente / Presente
Ausente / Presente
Ausente / Presente

Ausente / Presente

Ausente / Presente
Ausente / Presente

Ausente / Presente

FACTORES DE RIESGOS

Nuliparas

Haber padecido de preeclampsia en embarazos previos
Hipertension crénica

Lupus eritematoso sistémico

Embarazos por reproduccién asistida

Otros

Embarazo multiples

Diabetes Pre y Gestacional
Trombofilia

Poseer mads de 35 afios de edad

Sindrome anti-fosfolipidos

Adaptado de Pacheco, 2006; Proverbio et al., 2009; Turner, 2010; ACOG Practice Bulletin, 2019.

demostrado que durante la preeclampsia se presenta
una disfuncién endotelial relacionada con la ausencia
en la remodelacion de las arteriolas espirales de la
decidua al inicio del embarazo, lo que genera isquemia
placentaria y la disminucién del flujo utero feto-
placentario. Adicionalmente, se ha observado una
disfuncion endotelial generalizada, por la pérdida del
tono vascular con incremento de los tromboxanos
en relaciéon a prostaciclinas, asi como un aumento
en la permeabilidad de los capilares renales, ademas
de alteraciones en la expresion de los factores de la
coagulacién, vasoconstriccion e isquemias secundarias
acompanado de disfuncion hepatica. Igualmente, se
han relacionado depésitos de complejos inmunes

¢| Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana
*J de Bioanalistas Especialistas. 2019; Vol 22(2): 37-47.

(derivados del complemento: C3a, C4a, Cb5a) en
las paredes de los vasos sanguineos, como un factor
quimioatrayente para los neutréfilos y otros leucocitos
al sitio de deposicién de los mismos, promoviendo la
expresion de moléculas de adhesion en el endotelio
vascular permitiendo que los leucocitos puedan
adherirse ala pared interna delos vasos, resultando en la
retraccion endotelial con aumento de la permeabilidad
vascular ocasionando un edema general. Actualmente,
se conoce como la invasion placentaria deficiente y la
posterior liberacién de factores anti-angiogénicos tales
como: la tirosina quinasa-1 soluble similar a fms (sFlt-
1) y endoglina soluble (sEng) en la circulacién materna,
causan disfuncion endotelial generalizada que conduce
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a una lesién multisistémica de los drganos vinculados
con esta patologia (4, 8, 9, 12, 15-21).

Durante el embarazo normal, los diferentes tipos de
células en la interfase materno-fetal secretan diversos
patrones de citocinas a lo largo de la gestacién, siendo
estas secreciones cruciales en el mantenimiento y
desarrollo de un embarazo exitosos. Se ha descrito que
durante el embarazo debe existir un balance entre las
citocinas producidas por las células Th1/Th2. La Thl
agrupan las células T de ayuda que secretan IL-2 e IFN-y
(inmunidad mediada por células), mientras que las Th2
producen IL-4, IL-6 e IL-10 (inmunidad humoral). En
un embarazo exitoso las citocinas producidas por las
células Th2 deben predominar sobre la producciéon de
las citocinas Th1. Sin embargo, en la preeclampsia este
balance se rompe y las citocinas producidas por las Th1
son mayores que las Th2 (9, 22).

En obstetricia, el sulfato de magnesio (MgSO,) se
ha mantenido como el medicamento de eleccién
desde 1920 en el tratamiento de las pacientes con
preeclampsia y en la prevencion de las convulsiones
en pacientes que desarrollan cuadros de eclampsia
(23, 24). Sin embargo, su empleo en esta area ha sido
de forma empirica, debido a que hasta la fecha no se
conoce con exactitud el mecanismo de accién por el
cual el MgSO, acttia en el organismo (20, 25). Diversos
estudios han vinculado la accién anti-inflamatoria del
MgSO, con la reduccién de la produccién y secreciéon de
citocinas y quimiocinas pro-inflamatoria en la interfase
materno-fetal. Ademads, la administracion del sulfato de
magnesio ha demostrado ser un potente supresor de
la produccién de mediadores inflamatorios tanto en la
madre como en el feto, lo que ha permitido reducir el
riesgo de nacimientos prematuros y sus complicaciones
clinicas (26-28).

En el feto, se ha propuesto al sulfato de magnesio
se comporta como un agente neuroprotector de la
paralisis cerebral de neonatos a través de diferentes
mecanismos, entre los que sefalan: a) estabilizacion
hemodinamica: se propone que el MgSO, es un
estabilizador de la presion arterial, reduciendo la
constriccion de las arterias cerebrales y restaurando
la perfusion cerebral en el neonato prematuro; b)
prevencion de las lesiones excitatorias y fomento de la
estabilidad neuronal: en la fase aguda de encefalopatias
hipéxico-isquémica, el oxigeno se agota y el feto pasa
a un metabolismo anaerdbico, generando acumulacién
intracelular de sodio, calcio, cloruro, agua y acido
lactico (edema citotdxico), lo que origina la liberacién
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de neurotransmisores  excitatorios  (glutamato)
causando un aumento de calcio y sodio en las neuronas
post-sinapticas, desestabilizando las membrana de las
misma, en estos casos, se ha demostrado que el MgSO,
estabiliza las membranas evitando el flujo de estos
iones y actia como un antagonista en los receptores
de glutamato (NMDA), c¢) como agente antioxidante:
debido ala accién antagonista que posee con el calcio, el
magnesio promueve la inhibicién de lipasas, proteasas,
endonucleasas y fosfolipasas, las cuales en su forma
activa ocasionan dafio neuronal y cerebral irreversible
en los fosfolipidos de membrana, con la formacién de
radicales libres. Y por ultimo, d) se propone al MgSO4
como agente anti-inflamatorio: ya que promueve la
disminucién de factores pro-inflamatorios (IL-1p,
TNF-a) y productos secundarios de la activacién de
los mismos, que causan dafno a nivel cerebral en los
bebes prematuros (29-33). Por tales motivos, el objetivo
de este estudio fue evaluar el efecto del MgSO, en los
cultivos de explantes de placenta bajo condiciones de
hipoxia y en un ambiente pro-inflamatorio.

Materiales y métodos

Los explantes fueron obtenidos a partir de siete placentas
obtenidas por cesarea o parto natural provenientes de
mujeres sin historial clinico o patologias asociadas al
embarazo, de la seccion de Ginecologia-Obstetricia de
la Sala de Partos del Hospital Universitario de Caracas,
las cuales consintieron de forma voluntaria a participar
en este estudio. Este contd con la aprobacion del
Comité de Etica de la Universidad Simén Bolivar y del
Hospital Universitario de Caracas, bajo las condiciones
planteadas en esta investigacion.

Los explantes fueron cultivados en placas del Tipo
NUNCTM (Greiner Bio-one, N° 142475) colocando
un solo explantes por pozo, en un volumen de
1,5 mL del medio de cultivo RPMI-1640 (GIBCO
BRL, N°31800-014) suplementado de la siguiente
manera: 10% de suero fetal bovino inactivado, 1% de
penicilina/estreptomicina, 0,1% de gentamicina; 1% de
amfotericina B; 1% de L-glutamina; 1% de aminoacidos
no esenciales y 1% de piruvato de sodio, con recambios
del mismo cada 24 horas. Estos fueron mantenidos en
una incubadora marca Fisher Scientific a 37°C, en un
ambiente himedo en presencia de una mezcla de gases
del 5% CO,, 10% O,y balanceado con Nitrégeno.

Transcurridas las primeras veinticuatro (24) horas,
tiempo necesario para la estabilizacion inicial de los
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tejidos, estos fueron sometido a diferentes condiciones
experimentales dividiendo los mismos en dos (2)
grupos: el primero manteniendo los tejidos de
explantes bajo la condicién de normoxia: 5% CO,;
10% O, y balanceado con Nitrégeno. Mientras que, un
segundo grupo se colocd en una condicién de hipoxia:
5% CO,; 2-3% O, y balanceado con Nitrégeno, ambos
grupos de tejidos de explantes se mantuvieron en
estufas independientes a 37°C en camara himeda y
estabilizados bajos estas condiciones por veinticuatro
(24) horas. Posterior a las etapas de estabilizacion, se les
realizd a todos los explantes un recambio del medio de
cultivo y se sub-dividieron los mismos en los siguientes
sub-grupos (manteniendo su condicién de normoxia
e hipoxia), un grupo de explantes se mantuvieron con
medio basal, un segundo grupo se les adicioné junto
al medio de cultivo suplementado una solucién de
sulfato de magnesio (Sigma-Aldrich, N° M2643) a una
concentracion de 2 mM y a otro grupo una solucién de
Lipopolisacaridos de Escherichia coli 055:B5 (Sigma-
Aldrich, N° L12880) (LPS) en una concentracién
de 2 pg/mL, posteriormente los cultivos expuestos
inicialmente con sulfato de magnesio se adiciono en su
recambio del medio una solucién de LPS mas sulfato de
magnesio y viceversa. Los sobrenadantes del medio de
cultivo, se recolectaron diariamente y posteriormente
se centrifugaron (3.500 rpm) durante quince minutos,
con el fin de eliminar cualquier material celular que
pudiera estar presente en el medio. Se almacenaron a
-20 °C hasta su utilizacion posterior.

La integridad de los cultivos se determiné mediante
la mediciéon de la actividad enzimética del Lactato
Deshidrogenasa (LDH) presente en los sobrenadantes
del medio de cultivo obtenidos diariamente (Sigma-
Aldrich, DG1340-K). Mientras que, la diferenciacion
celular, se evalué por la capacidad de sintetizar y
secretar la hormona Gonadotrofina Coriénica humana.
La concentracién de la Gonadotrofina Coridnica
humana fracciéon beta (hCG-) se determiné en los
sobrenadantes del medio recolectado mediante ensayo
inmunométrico de quimioluminiscencia en fase sélida
(Equipo-Siemens Immulite 1000). Los resultados se
reportaron en mUI/mg/proteinas (datos no mostrados)
(34).

A partir de los sobrenadantes recolectados diariamente
se determinaron las siguientes citocinas: Interleucina 1
beta (IL-1B), Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a)
e Interleucina 10 (IL-10). Los niveles de citocinas se
midieron empleando un Kit comercial de micro-ELISA
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ultrasensible (Thermo Scientific), especifico para cada
tipo de citocinas. Los resultados fueron expresados
segun las recomendaciones técnicas del kit a utilizar.
Cada determinacion se realiz6 por duplicado.

Todos los resultados fueron analizados empleando el
paquete de software SPSS version 10.0 para Windows.
Las comparaciones entre las diferentes condiciones
se analizaron estadisticamente empleando la prueba
de Mann-Whitney estableciendo como diferencia
estadisticamente significativa a p <0,05. Todos los datos
se presentan como las medias + desviacion estandar.
Las n representan el nimero de placentas que fueron
estudiadas durante cada fase.

Resultados

A continuacién se muestra los resultados de los niveles
de TNF-a, IL-10 e IL-13 medidos en los sobrenadantes
de los cultivos de explantes de placentas en condiciones
de normoxia e hipoxia en las diferentes condiciones
de cultivos descritos en materiales y métodos. La
Figura 1, muestra las concentraciones del Factor
de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a) expresados en

Figura 1. Niveles de TNF-a determinados en los
sobrenadantes de los cultivos de explantes de placenta en
condiciones de normoxia e hipoxia en diferentes medios

de cultivos: basales (Medio), en presencia de MgSO,
(2 mM), LPS (2 ug/mL), con LPS previa presencia de

MgSO, (MgSO./LPS) y viceversa (LPS/MgSO.,).

Los datos fueron expresados como las medias + las
desviaciones estandar. La comparacién estadistica entre las
condiciones de normoxia e hipoxia para cada tratamiento
fue realizada empleando el método Mann-Whitney (n=7),
*p<0.01 y **p<0.02.
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picogramo por mL (pg/mL). Los niveles de TNF-a se
encontraron en menor concentraciéon en la condicién
de normoxia para aquellos cultivos incubados en medio
solo (*p<0.01), mientras que aquellos cultivos tratados
con MgSO, mostraron niveles de TNF-a aumentados
en comparacion con los encontrados en la condicién
de hipoxia (*p<0.01). Por otro lado, se observé que los
cultivos tratados con LPS, mostraron niveles de TNF-a.
similares entre ambas condiciones experimentales.
El andlisis estadistico demostré una diferencia
estadisticamente significativa entre estas condiciones
(**p<0.02). Los explantes tratados con MgSO, y
posteriormente expuestos a LPS, mostraron niveles
aumentados de TNF-a bajo condicién de normoxia,
arrojando diferencia estadisticamente significativa al
compararlo con la condicién de hipoxia (*p<0.01). Por
otra parte, los cultivos expuestos previamente a LPS y
luego tratados con MgSO,, mostraron niveles inferiores
de TNF-a bajo condicién de normoxia, mostrando
diferencia estadisticamente significativa cuando se
comparé con la condicién de hipoxia (*p<0.01).

Los niveles de TNF-o entre los cultivos que se
encontraban en condicién de normoxia para las
diferentes  condiciones, = mostraron diferencia
estadisticamente  significativa entre todas las
comparaciones, a excepcion de la comparaciéon hecha
entre los cultivos que solo contenia medio de cultivo
y aquellos tratados con LPS y luego expuestos con
MgSO.,. En los cultivos obtenidos bajo condiciones de
hipoxia, se encontré que aquellas comparaciones que
mostraron diferencia estadisticamente significativa
fueron entre los cultivos que solo contenian medio
de cultivo y aquellos cultivos tratados con LPS, con
MgSO, y LPS y en los cultivos que presentaban LPS
y los tratados inicialmente con LPS y luego expuestos
con MgSO.,.

En la Figura 2, se muestra las concentraciones de
interleucina tipo 10 (IL-10) expresadas en picogramo
por mL (pg/mL), determinadas en los sobrenadantes
de los cultivos de explantes de placenta en condiciones
de normoxia e hipoxia para los diferentes medios de
cultivos. Los niveles de IL-10 se encontraron en mayor
concentracion en la condiciéon de hipoxia, siendo la
diferencia estadisticamente significativa en los medios
tratados con MgSO, (*p<0.01) y con LPS (*p<0.01).
El aumento en los niveles de IL-10 encontrados en
las condiciones de hipoxia se mantuvo en aquellos
cultivos tratados con MgSO, y posteriormente con
LPS, y viceversa, la diferencia fue estadisticamente
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Figura 2. Niveles de IL-10 determinados en los
sobrenadantes de los cultivos de explantes de placenta en
condiciones de normoxia e hipoxia en diferentes medios

de cultivos: basales (Medio), en presencia de MgSO,

(2 mM), LPS (2 ug/mL), con LPS previa presencia de
MgSO, (MgSO,./LPS) y viceversa (LPS/MgSO,). Los datos
fueron expresados como las medias + las desviaciones
estandar. La comparacidn estadistica entre las condiciones
de normoxia e hipoxia para cada tratamiento fue realizada
empleando el método Mann-Whitney (n=7),
*p<0.01y **p<0.02.

significativa en aquellos cultivos tratados previamente
con LPS y que posteriormente expuestos con MgSO,
(*p<0.01).

Al realizar la comparacion estadisticas entre los
diferentes medios de cultivos obtenidos, no se encontrd
diferencia estadisticamente significativa en ninguno de
los medios comparados bajo condiciones de normoxia.
Mientras, que en condicién de hipoxia si se encontrd
diferencia estadisticamente significativa cuando se
compard los cultivos que solo contenian medio de
cultivo ylos tratados con LPS, asi como aquellos cultivos
con que contenian LPS y los que fueron tratados con
LPS y luego expuestos con MgSO,.

En la Figura 3, se muestra las concentraciones de
interleucina uno tipo beta (IL-1B) expresado en
picogramo sobre mL (pg/mL), determinadas en los
sobrenadantes de los cultivos de explantes de placenta
en condiciones de normoxia e hipoxia para los
diferentes medios de cultivos. Los niveles de IL-1f3 se
encontraron en mayor concentracion en la condicién
de normoxia, con una diferencia estadisticamente
significativa en los cultivos que solo contenfan
medio de cultivo (**p<0.02), MgSO, (*p<0.01) y LPS
(*p<0.01). Igualmente, se observé un incremento en
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Figura 3. Niveles de IL-1 determinados en los
sobrenadantes de los cultivos de explantes de placenta en
condiciones de normoxia e hipoxia en diferentes medios de
cultivos: basales (Medio), en presencia de MgSO,

(2 mM), LPS (2 pg/mL), con LPS previa presencia de
MgSO, (MgSO./LPS) y viceversa (LPS/MgSO,). Los datos
fueron expresados como las medias * las desviaciones
estandar. La comparacidn estadistica entre las condiciones
de normoxia e hipoxia para cada tratamiento fue realizada
empleando el método Mann-Whitney (n=7),
*p<0.01 y **p<0.02

aquellos cultivos que habian sido tratados con MgSO,
y posteriormente LPS, y viceversa, mostrando en
ambos casos diferencia estadisticamente significativa
(*p<0.01).

Cuando se realizaron las comparaciones de los
diferentes medios en condiciones de normoxia las
Unicas comparaciones que no mostraron diferencia
estadisticamente significativa fueron aquellas que se
realizaron al comparar los cultivos tratados con MgSO,
y LPS y los cultivos tratados con LPS y los tratados con
LPS inicialmente y posteriormente MgSO,. Mientras
que en condiciones de hipoxia, las comparaciones
estadisticas que no mostraron diferencia significativa
fueron aquellas donde se comparé los cultivos que
solo contenfan medio de cultivo y MgSO,; asi como
los cultivos que solo contenian MgSO, y aquellos que
tratados con MgSO, y posteriormente LPS.

Discusion
La determinacion de citocinas pro y anti-inflamatorias
en el desarrollo dela presente investigacién, revel6 como
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la presencia de sulfato de magnesio en condiciones de
normoxia incrementa la produccién de TNF-a e IL-
1B en los cultivos de explantes de placenta del tercer
trimestre de gestacion, originando una respuesta
inflamatoria localizada. Por otra parte, se evidencid
una respuesta anti-inflamatoria del sulfato de magnesio
en los cultivos de explantes de placentas previamente
estimulados con LPS, al disminuir los niveles de
TNF-a e IL-1B, tanto en condiciones de normoxia
como de hipoxia. Esto permite inferir que la presencia
del sulfato de magnesio en condiciones normales no
posee un efecto protector sobre el tejido placentario,
efecto que si es evidente en condiciones de respuesta
inflamatoria. Resultados similares fueron encontrados
por Holcberg et al., (2006) (35), utilizando técnicas de
perfusion en placentas normales en presencia de sulfato
de magnesio, demostraron que la placenta materna
tiene capacidad de secretar TNF-a e IL-6, generando
una accion inflamatoria local, lo cual puede ocasionar
efectos adversos en la madre si persiste durante largos
periodos de tiempo. Por lo que la utilizacién de dicho
farmaco como tratamiento profilactico no debe ser
empleada en mujeres embarazadas del Gltimo trimestre
en condiciones sanas.

En el presente estudio se demostré como el sulfato
de magnesio incrementa los niveles de TNF-a e IL-
1B en condiciones de normoxia, sin embargo no se
observé un efecto directo sobre la secrecién de la IL-
10, al no evidenciarse diferencias en la secrecién de esta
interleucina en los cultivos de explantes de placenta
del tercer trimestre de gestacién en condiciones de
normoxia. La IL-10 posee un efecto anti-inflamatorio
y una capacidad de inhibir la sintesis de citocinas pro-
inflamatorias dadas porlos linfocitos T y los macréfagos.
Ademas, se ha descrito como la decidua, trofoblasto
y membranas coridnicas son la principal fuente de
produccién de esta citocinas, por lo que su sintesis
y secrecién en los tejidos placentarios parece estar
vinculada a una activacion endotelial en las vellosidades
placentarias y no a dafios del tejido placentario per se
(36-39).

Estudios previos han sefialado a la IL-10 como una
citocinas clave para el mantenimiento del embarazo
(Hanna et al., 2006) (40), asi como un potente inhibidor
de la acciéon del TNF-o e IL-1 en condiciones de
hipoxia (Royle et al., 2009) (41). Al analizar la presencia
del sulfato de magnesio en condiciones de hipoxia,
observamos un aumento en la secreciéon de IL-10 y
TNF-a, sin afectar la producciéon de IL-1B. Estudios
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realizados por Peltier et al., (2011) (42), demostraron
una disminucién en la accién anti-inflamatoria de la
IL-10 en cultivos de explantes de placenta a baja presion
de oxigeno. Estos hallazgos permiten vincular al sulfato
de magnesio como un mediador clave en la liberacién
de IL-10 en condiciones de hipoxia, apoyando la
hipétesis de que el sulfato de magnesio posee un efecto
anti-inflamatorio al estimular la produccién de IL-10
por parte de las células placentarias, la cual modula
principalmente la liberacién de la IL-1f e TNF-a por
parte del sistema inmune placentario, reduciendo los
efectos adversos que pudieran estar presentandose
a causa de la disfuncidon endotelial, como se ha
descrito en algunas patologias como la preeclampsia
(41, 43). Estudios previos realizados en cultivos de
explantes de placenta del tercer del tercer trimestre
proveniente de mujeres con preeclampsia, mostraron
un incremento en la expresion de TNF-a,, IL-1p e IL-10
en comparacion con placentas provenientes de mujeres
sanas, atribuyendo el aumento de TNF-a e IL-1f al
dafo encontrado en las células endoteliales observados
durante la preeclampsia (44).

La utilizacién de Lipopolisacaridos de E. coli (LPS) en
los cultivos de explantes de placenta del tercer trimestre
de gestacion en condiciones de normoxia e hipoxia,
mostrd un incremento en los niveles de TNF-o e IL-1f.
Lahametal.,(1997) (45), demostraron comola presencia
de LPS en cultivos de explantes de placentas estimula la
secrecion de TNF-a e IL-1P y que esta ocurre después
de 1y 4 horas de incubacién respectivamente. Ma et al.,
(2006) (46), demostraron en cultivos de células aisladas
de citotrofoblasto y sincitiotrofoblasto estimulados en
concentraciones crecientes con LPS, la presencia de
patrones similares de secrecion de IL-8 entre ambos
tipos de células, evidenciando la sensibilidad de estas
células a responder agentes patdgenos bacterianos.
Estos hallazgos permiten validar la utilizacién de los
cultivos de explantes de placenta como un modelo in
vitro util en el estudio de los procesos inflamatorios
reportados en algunas patologias como: parto
prematuro, preeclampsia, etc., y el estudio de la accién
del sulfato de magnesio sobre dicho tejido en presencia
de cuadros inflamatorios.

Diversas investigaciones han descrito como la secrecién
y liberacién del TNF-a responde a diferentes estimulos
como: antigenos bacterianos, virus, parasitos,
disminucién de oxigeno, disfuncién endotelial,
isquemia y por accién de otros mediadores celulares
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como la IL-1 e IFN-y, asi como por la accion autocrina
del TNF-a, entre otros (36, 37, 44, 47-49). Se conoce
que la respuesta del TNF-o depende directamente de
la unidn a sus receptores, describiéndose hasta la fecha
dos tipos de receptores estructurales diferentes para
TNF-o denominados: a) receptor tipo I (TNF-RI;
p55 0 p60) el cual presenta una amplia distribucién y
tiene una expresion constitutiva en diversos tipos de
células y b) el receptor tipo II (TNF-RIL; p80 o p75),
el cual presenta una alta promiscuidad a su ligando y
su expresion se genera de forma inducida. La funcién
principal del receptor tipo I esta dada en la defensa
de los tejidos debido a que regula los procesos pro-
inflamatorios y apoptdtico, junto a diversos factores
de transcripcion como: NFkB, proteinas quinasas
activadas por mitégenos (MAPK), entre otros.
Mientras que el receptor tipo II, su accién esta ligada
principalmente a los efectos beneficiosos locales sin
que estos lleguen a generar efectos perjudiciales en los
tejidos. Sin embargo, se ha observado que estimulos
constante por patégenos exogenos, estrés oxidativo,
disfunciéon endotelial o reduccién de los niveles de
oxigeno favorecen que el TNF-RII se comporte como
un transportador del TNF-a hacia el receptor TNF-I, el
cual presentaaltaafinidad por suligando, lo que potencia
la accién pro-inflamatoria del TNF-a (50, 51). Algunos
estudios han demostrado la expresion e incremento de
TNE-RI en repuesta a cuadros inflamatorios sobre los
componentes celulares de la interfase materno-fetal
tanto al inicio como al final del embarazo, sin que esta
expresion sea evidenciada a nivel sistémico en la madre
(52).

Por otro lado, la IL-1p es una citocinas que se produce
de forma inmediata tras el contacto de las células
implicadas en una respuesta inmune innata con un
agente extrano o LPS, generando un aumento a la
permeabilidad vascular, respuesta inflamatoria local
o generalizada, sintesis de proteina de fase aguda,
proliferacion de fibroblastos, activacion de linfocitos T
y B, produccién de plaquetas, entre otros. Esta citocinas
es producida por diferentes tipos de células dentro de
las que se destacan: monocitos, macréfagos, células
endoteliales, células dendriticas y células NK. Los
macroéfagos presentes en las vellosidades placentarias
es una de las fuentes mds importantes de este tipo de
citocinas durante el embarazo (37, 51). En reacciones
inflamatorias localizadas, tanto la IL-13 como el TNF-a.
actian sobre los macréfagos y células endoteliales
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del tejido placentario, permitiendo la produccién
de quimiocinas que contribuyen a la entrada de los
neutroéfilos a los tejidos placentarios y su accidén frente
a los patégenos presentes. Ademads, el TNF-a, la IL-
1B induce un aumento en la expresion de moléculas
de adherencia sobre las células endoteliales (ICAM-1
y VCAM-1), las cuales son reconocidas por linfocitos
y monocitos de la circulacién sanguinea, esto ocasiona
la extravasacion de estas células a los espacios tisulares
de la placenta favoreciendo una reaccién inflamatoria
localizada (37).

En esta investigacion se evidencié la respuesta anti-
inflamatoria del sulfato de magnesio en los cultivos
de explantes de placentas previamente estimulados
con LPS, al disminuir los niveles de TNF-a e IL-1,
tanto en condiciones de normoxia como de hipoxia.
Rochelson et. al., (2006) (53), demostraron una acciéon
anti-inflamatoria del sulfato de magnesio en cultivos
de células endoteliales humanas del cordén umbilical
(HuVECs) en presencia antes, durante y después de un
estimulo con LPS. También, observaron una reduccién
en la expresion de ICAM-1 y la inhibicién de la
degradacion del factor IkBa y translocacion de NFkB,
cuando se adiciona el sulfato de magnesio en los cultivos
de HuVECs. A su vez, Dowling et al, (2012) (28),
empleando dos modelos experimentales, demostraron
como la administracién de sulfato de magnesio atentia
la produccién de mediadores pro-inflamatorios (CCL-2
0 MCP-1; TNF-a e IL-6) dentro de la placenta humana
en presencia de LPS. Demostraron ademds, como el
sulfato de magnesio genera la supresion en la activacién
del factor NFkB dentro del tejido placentario.

Aun cuando los hallazgos obtenidos en este estudio
no permiten confirmar el mecanismo de accién por
el cual el sulfato de magnesio posee un efecto anti-
inflamatorio en los procesos inflamatorios por LPS,
todo parece sefialar que una de las vias por la cual el
sulfato de magnesio genera dicha accidn, es a través de
la inhibicién de la degradacién de IkBa y por ende la
translocacion del factor NFkB en los tejido placentarios,
por lo que nuevas investigaciones deberan ser realizadas
con el fin de demostrar estos hallazgos.

Por otra parte, la accién anti-inflamatoria descrita
para el sulfato de magnesio también ejerce una accién
protectora sobre el feto. Tam Tam et al., (2011) (27),
empleando modelos de rata prefiadas a las cuales se
inocularon con LPS demostraron un aumento tanto
en el compartimento materno como fetal de los niveles
de secrecién de: TNF-a, IL-6 y MCP-1 y GRO-KC,
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los cuales se redujeron de forma significativa luego de
la administracién de sulfato de magnesio en ambos
compartimientos. Burd et. al., (2010) (30), igualmente
investigaron el efecto del sulfato de magnesio en la
prevencion de lesiones cerebrales fetales presentes
en los partos prematuro asociados con inflamacién,
concluyendo que aunque no encontraron diferencias
en la expresion de citocinas pro-inflamatorias y
marcadores de muerte celular, si evidenciaron como
el sulfato de magnesio impide cambios morfoldgicos
celular a nivel neuronal causados por la presencia de
LPS.

Los hallazgos encontrados en investigaciones previas
juntos conlosvalorados en este estudio permiten afirmar
al sulfato de magnesio como un potente protector y
supresor de los efectos perjudiciales encontrados en
los cuadros inflamatorios dados durante el embarazo
tanto para la madre como para el feto. Ademas, estos
resultados permiten sugerir la administracién del
sulfato de magnesio por cortos periodos de tiempo, en
aquellas madres que durante el embarazo presentaran
cuadros infecciosos, con el fin de disminuir los efectos
perjudiciales encontrados durante dichos trastornos
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