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RESUMEN:

El sulfato de magnesio (MgS0a4) sigue siendo el farmaco de eleccién para el tratamiento de la preeclampsia. Se evalu6
el efecto del MgSO4 sobre el estrés oxidativo en los explantes de placentas sanas del tercer trimestre en condiciones
inflamatorias y de hipoxia. Los explantes fueron cultivados tanto en normoxia como hipoxia en presencia de MgSOa4 o LPS,
un grupo fueron tratados con MgSO4 previo a la exposicién con LPS y otros fueron expuestos a LPS antes del tratamiento
con MgSO0a. Los niveles de sustancias reactivas al acido tiobarbitirico (TBARS) y Oxido Nitrico (NO) se cuantificaron en
los sobrenadantes de los cultivos. En normoxia, los niveles de NO disminuyeron cuando fueron tratados con MgS0s, al
igual que en los previamente tratados con MgSO4 y expuestos a LPS y viceversa. Los niveles de TBARS aumentaron en los
sobrenadantes expuestos a LPS y luego con MgS0a4. En hipoxia, los niveles de TBARS se incrementaron mientras que los
de NO disminuyeron en presencia de MgSOa. Este incremento de los niveles de TBARS y de NO se observo al exponer los
explantes a LPS y luego a MgS04. El MgSO4 tanto en condiciones de normoxia como de hipoxia y previo a la exposicion al
LPS previene la liberacién de TBARS. El MgSO4 induce un efecto antioxidante y de proteccién de las membranas celulares
de la accion de las especies reactivas al oxigeno y de la produccién de NO. Este efecto es mayor cuando se administra

MgSO0a4 previamente a la induccién de hipoxia o inflamacién.

Palabras clave: sulfato de magnesio, estrés oxidativo; 6xido nitrico, TBARS, preeclampsia.

Magnesium sulphate and oxidative stress in placenta explants

ABSTRACT

Magnesium sulfate (MgS0,) remains the drug of choice for the treatment of preeclampsia. This study evaluated the effect
of MgS0, on oxidative stress in explants of healthy third trimester placentas under inflammatory and hypoxic conditions.
Explants were cultured under normoxia and hypoxia in the presence of MgSO, or lipopolysaccharide (LPS). One group
was pretreated with MgSO, prior to LPS exposure, while another was exposed to LPS before MgS0, treatment. Levels of
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) and nitric oxide (NO) were quantified in the culture supernatants. Under
normoxia, NO levels decreased in explants treated with MgS0,, as well as in those treated with MgS0, either before or
after LPS exposure. TBARS levels increased in cultures exposed to LPS followed by MgS0,. Under hypoxia, TBARS levels
increased, while NO levels decreased in the presence of MgS0,. An increase in both TBARS and NO levels was observed
when explants were treated with LPS followed by MgS0,. MgSO, prevented the release of TBARS under both normoxic
and hypoxic conditions when administered prior to LPS exposure. Overall, MgSO, exerted antioxidant and membrane-
protective effects by counteracting reactive oxygen species and NO production, with a more pronounced effect when

administered before hypoxic or inflammatory stimuli.

Keywords: Magnesium sulfate, oxidative stress, nitric oxide, TBARS, preeclampsia.

Introduccion

El MgSO4 continta siendo el tratamiento
recomendado por la Organizacion Mundial de la
Salud y representa la primera opcion terapéutica en
las unidades de obstetricia para el manejo de pacientes
con preeclampsia y/o eclampsia. A pesar de su uso

clinico prolongado, atin no se conoce con exactitud
su mecanismo de accién (1-4). Su aplicacién se
fundamenta en los efectos beneficiosos observados
durante su administracion, entre los que se incluyen
propiedades anticonvulsivantes, antihipertensivas y
vasodilatadoras, ademas de su capacidad para reducir
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la isquemia cerebral y placentaria, proteger las células
endoteliales, disminuir la producciéon de mediadores
inflamatorios y ejercer efectos antioxidantes (5-8).

La preeclampsia se ha asociado con un desarrollo
placentario andmalo y disfuncién endotelial,
caracterizados por un aumento en las citocinas
proinflamatorias y un desequilibrio entre la produccién
de especies reactivas del oxigeno (ROS) y la capacidad
antioxidante. Este desequilibrio favorece el estrés
oxidativo y la aparicién de respuestas inflamatorias que
pueden resultar perjudiciales tanto para la madre como
para el feto (9-11).

La placenta humana cumple un papel esencial en
el desarrollo exitoso del embarazo. Su formacién
depende de una compleja serie de interacciones entre
los componentes maternos y fetales, que permiten
establecer la interfase materno fetal, fundamental parael
intercambio de nutrientes y oxigeno necesarios durante
toda la gestacién (9). Sin embargo, sus caracteristicas
unicas dificultan el estudio de su funcionamiento
mediante modelos animales. En las tltimas décadas, se
han desarrollado diversos modelos experimentales para
investigar la funcién placentaria humana, tales como
sistemas de perfusion placentaria, cultivos de células
aisladas, cultivos primarios de tejido o explantes, analisis
histolégicosy estudios inmunohistoquimicos (12). Estos
enfoques han permitido el estudio de las interacciones
celulares y del comportamiento placentario en
condiciones fisioldgicas y patoldgicas. En particular, los
cultivos de explantes placentarios se han consolidado
como una herramienta valiosa, ya que conservan la
arquitectura histolégica basica de las vellosidades
(incluyendo citotrofoblasto, sinciciotrofoblasto, células
intersticiales e inmunoldgicas), lo cual permite simular,
en un entorno controlado, las condiciones propias de
embarazos normales o patoldgicos (12,13).

El embarazo es considerado un estado de estrés
oxidativo fisiolégico. Las ROS desempefian un papel
clave en distintas etapas gestacionales, especialmente
en la regulacion del flujo sanguineo utero placentario
(11, 14-16). Algunos autores describen a la placenta
como un 6rgano rico en mitocondrias, lo cual explica
la elevada produccién de ROS incluso en embarazos
normales (9, 14).

A pesar delos avances obtenidos, persisten interrogantes
sobre cémo actia el MgSO4 en la produccién o
modulacién de marcadores de estrés oxidativo en
explantes de placenta del tercer trimestre provenientes
de embarazos normales, expuestos a condiciones
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inflamatorias y/o de hipoxia similares a las observadas
en la preeclampsia. En este contexto, el presente estudio
tiene como objetivo evaluar el efecto del MgSO4 sobre
el estrés oxidativo en cultivos de explantes placentarios
del tercer trimestre bajo condiciones controladas de
inflamacion e hipoxia. Los resultados contribuiran a
esclarecer los mecanismos de accién de este farmaco
sobre el tejido placentario humano.

Materiales y métodos
Recoleccion de tejidos

Las placentas fueron obtenidas por cesarea o parto
vaginal, excluyéndose aquellos casos con induccién
del trabajo de parto. De cada placenta se seleccionaron
cotiledones sin signos de isquemia, acumulacién
grasa o necrosis tisular. A cada cotiledén se le removid
cuidadosamente la capa decidual y la membrana
placentaria, para obtener explantes de la porcion
media, con un peso hiimedo entre 1,5y 3,0 mg.

Los explantes se cultivaron en placas tipo NUNC™ de
24 pozos (Greiner Bio-One, N° 142475), colocando
un solo explante por pozo, en un volumen de 1,5
mL de medio RPMI-1640 (GIBCO BRL, N° 31800-
014), suplementado con: 10% de suero fetal bovino
inactivado, 1% de penicilina/estreptomicina, 0,1% de
gentamicina, 1% de anfotericina B, 1% de L-glutamina,
1% de aminodacidos no esenciales y 1% de piruvato de
sodio.

Durante las primeras 24 horas, se considerd una fase
de estabilizacion, durante la cual el sobrenadante fue
descartado, con el objetivo de permitir la adaptacién
de los tejidos a las condiciones experimentales.
Posteriormente, los recambios del medio se realizaron
cada 24 horas. Los cultivos se mantuvieron en una
incubadora Fisher Scientific a 37 °C, en una atmdsfera
himeda compuesta por 5% de CO2, 10% de Oz y
balanceada con nitrégeno.

La viabilidad y funcionalidad de los explantes se
evaluaron mediante la determinacién de la actividad
de lactato deshidrogenasa (LDH) y los niveles de
gonadotrofina coriénicahumanafracciénbeta (hCG-p),
utilizando el método de electroquimioluminiscencia
en los sobrenadantes de cultivo (12, 16) (datos no
mostrados).

Tras la fase de estabilizacidn, los explantes se dividieron
en dos grupos experimentales: uno mantenido
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en condiciones de normoxia (5% CO2, 10% Oz y
nitrégeno), y otro en condiciones de hipoxia (5%
CO2, 2-3% O2 y nitrégeno). Ambos grupos fueron
incubados durante 24 horas a 37°C en camaras
himedas independientes.

Posteriormente, se realizé el recambio por medio fresco
y los explantes se asignaron a los siguientes grupos
experimentales:

1. Grupo control (Medio): mantenido en medio de
cultivo base.

2. Grupo MgSO4: se adicion6 MgSO4 (Sigma-Aldrich,
N° M2643) a una concentracién final de 2 mM.

3. Grupo LPS: se anadié lipopolisaciarido de
Escherichia coli 055:B5 (LPS; Sigma-Aldrich, N°
L2880) a una concentracion final de 2 pg/mkL [13].

4. Grupo MgSO4 / LPS: explantes pretratados con
MgSO4, seguidos por la exposicién a medio con
MgSO4y LPS.

5. GrupoLPS/MgSO4: explantes previamente tratados
con LPS durante 24 horas, seguidos por exposicién
a medio con LPS y MgSO4, manteniendo las
concentraciones previamente indicadas.

Determinacion de TBARS y NO

Los sobrenadantes de los cultivos se recolectaron
diariamente y se centrifugaron a 3.500 rpm durante
15 minutos para eliminar residuos celulares.
Posteriormente, fueron almacenados a -20 °C hasta su
analisis.

La cuantificacion de TBARS se realiz6 mediante una
modificacién del método descrito por Feix et al. (17).
La medicién de los niveles de NO se llevd a cabo
utilizando un kit comercial Griess Reagent Kit “for
nitrite quantification” (Molecular Probes, N° G7921),
siguiendo las indicaciones técnicas del fabricante.
Todas las determinaciones se realizaron por duplicado.

Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados utilizando el software SPSS
version 10.0 para Windows. Las comparaciones entre
condiciones experimentales se realizaron mediante la
prueba de Mann-Whitney, considerando diferencias
estadisticamente significativas aquellas con p < 0,05.
Los resultados se expresan como media + desviacién
estandar y n representa el nimero de placentas incluidas
en cada analisis.
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Consideraciones bioéticas

Todas las participantes firmaron un consentimiento
informado, tras recibir una explicacion oral y escrita
sobre los objetivos del estudio. El protocolo de
investigacion fue aprobado por el Comité de Bioética
de la Universidad Simén Bolivar y del Hospital
Universitario de Caracas, bajo las condiciones descritas,
emitiendo un dictamen favorable para la realizacién del
estudio.

Resultados

La Figura 1 muestra las concentraciones de TBARS,
expresadas en picomoles de malondialdehido
por miligramo de proteina (pmol MDA/mg de
proteina), determinadas en los sobrenadantes de los
cultivos de explantes de placenta bajo condiciones
de normoxia e hipoxia, segin los diferentes grupos
experimentales. Se observa que los niveles de TBARS
fueron consistentemente mas bajos en condiciones
de normoxia que en hipoxia, mostrando diferencias
estadisticamente significativas en cada comparacién
(*p < 0,01; ***p < 0,03).

Figura 1. Concentracién de TBARS (pmol de
malondialdehido/mg de proteina) en sobrenadantes
de explantes placentarios cultivados por 72 horas bajo
condiciones de normoxia e hipoxia. Se evaluaron
cinco grupos experimentales: medio basal (Medio),
MgSO4 (2 mM), LPS (2 ug/mL), pretratamiento con
MgSO4 seguido de LPS (MgSO4/LPS), y tratamiento
inverso (LPS/MgSO4). Los valores se expresan como
media + desviacion estandar (n=7). Comparaciones
estadisticas realizadas mediante prueba de Mann-
Whitney (*p<0,01; ***p<0,03).
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Tanto en normoxia como en hipoxia, los niveles de
TBARS se incrementaron de manera significativa en los
cultivos tratados con LPS en comparacion con los demds
grupos. Ademads, en condiciones hipdxicas, se observo
un aumento adicional de TBARS en los cultivos que
fueron tratados con MgSO4 seguido de LPS, asi como en
aquellos que recibieron LPS antes de la administracion
de MgSO4, con diferencias significativas en ambos casos
(*p < 0,01).

Al comparar los tratamientos bajo normoxia, no se
observaron diferencias estadisticamente significativas
entre los cultivos con medio base, aquellos tratados
solo con MgSO4 y los pretratados con MgSO4 antes de
la exposicion a LPS. Por otro lado, en hipoxia, no hubo
diferencias significativas entre los cultivos con medio
base y los pretratados con MgSO4 antes de la exposicién
a LPS.

En la Figura 2, se presentan los niveles NO, expresados en
micromoles (uM), determinados en los sobrenadantes de
los cultivos de explantes bajo condiciones de normoxia e
hipoxia para cada uno de los tratamientos.

En condiciones de normoxia, los cultivos tratados
unicamente con medio base o con MgSO4 mostraron

Figura 2. Concentracién de 6xido nitrico (uM) en
sobrenadantes de explantes placentarios cultivados
durante 72 horas bajo condiciones de normoxia e
hipoxia. Se analizaron los siguientes grupos: medio
basal (Medio), MgSO4 (2 mM), LPS (2 pg/mL),
tratamiento combinado MgSO4/LPS y LPS/MgSO4.
Los valores se presentan como media + desviacion
estandar (n=7). Las diferencias estadisticas se
determinaron mediante prueba de Mann-Whitney
(*p<0.01 y ***p<0.03).
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niveles mas bajos de NO en comparacién con los mismos
tratamientos en condiciones hipdxicas, con diferencias
estadisticamente significativas (*p < 0,01). Asimismo,
los cultivos tratados con LPS en normoxia presentaron
niveles de NO mas altos que aquellos en hipoxia, también
con significancia estadistica (*p < 0,01).

En los grupos tratados con MgSO4 seguido de LPS, y
viceversa, los niveles de NO fueron significativamente
mas bajos bajo normoxia en comparacion con los valores
observados en hipoxia (*p < 0,01).

El andlisis de medias y desviaciones estdndar de las
concentraciones de NO mostré que, bajo normoxia, no
hubo diferencias significativas entre los cultivos con
medio base y los tratados con LPS, ni entre aquellos
tratados con MgSO4 y los tratados primero con MgSO4 'y
luego con LPS. En cambio, bajo condiciones de hipoxia,
todas las comparaciones entre tratamientos arrojaron
diferencias estadisticamente significativas.

Discusién y conclusiones

La placenta humana se desarrolla inicialmente en
condiciones de baja oxigenacién (~1-3%), las cuales
son esenciales para la invasién y diferenciacién
celular del trofoblasto en citotrofoblasto. Este proceso
facilita la remodelacion de las arteriolas espirales del
endometrio y la formacién del sinciciotrofoblasto. Tras
el establecimiento de la circulacién utero placentaria
(alrededor de la semana 12) la tensién de oxigeno se
incrementa progresivamente hasta alcanzar niveles
mas cercanos a los de la sangre materna (~8-12%),
manteniéndose asi durante el resto del embarazo
(10,12, 18-20).

Estudios previos, como los realizados por Genbacev
et al. (1996) (21), demostraron que la hipoxia favorece
la invasion del citotrofoblasto durante el primer
trimestre, mientras que en etapas mas avanzadas del
embarazo este entorno estimula la diferenciacién
hacia sinciciotrofoblasto. En cultivos de explantes
placentarios a término, condiciones hipdxicas inducen
la liberaciéon de factores solubles que afectan el
metabolismo celular, la viabilidad, la angiogénesis y
la integridad mitocondrial, e incluso contribuyen a la
muerte celular endotelial (22).

Con el objetivo de simular las condiciones placentarias
tanto fisiolégicas como patoldgicas, se disefid un
modelo experimental que reproducia tensiones de
oxigeno observadas en embarazos normales (~10%)
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y en preeclampsia (~3%) (12, 18, 19, 23-25). Esta
estrategia permitié reproducir in vitro los cambios
fisiologicos y bioquimicos propios de la disfuncién
placentaria. Al tratar los explantes con MgSO4, antes y
después de la exposicion a LPS en ambos escenarios de
oxigenacion, se logré evidenciar su efecto modulador
sobre marcadores de estrés oxidativo. La aplicacién
simultdnea de los tratamientos permitié, ademads,
comparar la respuesta del tejido ante el firmaco en
ambientes normoxicos e hipdxicos, ofreciendo una
perspectiva mas completa sobre su mecanismo de
accién y un modelo experimental confiable para futuras
investigaciones (1, 19, 26-29).

Aunque se utiliz6 una concentracion de 2 mM
de MgSO4 en los cultivos, diversos estudios han
reportado que concentraciones séricas terapéuticas en
gestantes con preeclampsia alcanzan entre 3 y 4 mM
(3, 30). En este contexto, seria relevante explorar si
concentraciones superiores podrian potenciar el efecto
antioxidante del MgSO4 bajo condiciones de hipoxia,
sin inducir apoptosis. Estudios previos han demostrado
que 4 mM de MgSO4 pueden revertir la peroxidacién
lipidica y restaurar la actividad de la Ca**-ATPasa en
membranas placentarias [30], lo que sugiere que futuras
investigaciones deberfan considerar un rango mas
amplio de dosis para evaluar su eficacia y seguridad.

Los resultados obtenidos revelan que el tratamiento con
MgSO4 posterior a la exposicion inflamatoria inducida
por LPS ocasiona una disminucién significativa en los
niveles de TBARS, tanto bajo normoxia como hipoxia.
Este hallazgo coincide con estudios previos en los que
se evidencid que el LPS incrementa el estrés oxidativo
en cultivos de explantes placentarios (31), mientras que
el MgSO4 reduce la peroxidacién lipidica y estabiliza
membranas celulares, favoreciendo la actividad de
bombas como la Ca?*-ATPasa (32,33).

La accién antioxidante del MgSO4 parece estar mediada
por su capacidad para bloquear la interacciéon del Ca*
con los fosfolipidos de membrana, lo que previene la
exposicion de cadenas hidrocarbonadas a los radicales
libres (7, 33). Asi, el mantenimiento de la homeostasis
de Mg** en el tejido placentario emerge como un factor
crucial para un desarrollo gestacional saludable (7).

Por otro lado, los niveles de NO se comportaron
de manera diferencial segin las condiciones de
oxigenacion. En presencia de LPS, los cultivos
mostraron un aumento de NO en condiciones de
hipoxia, probablemente por activacién de macréfagos
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via IFN-y y expresion inducible de la enzima iNOS (34-
36). Sin embargo, en la mayoria de los tratamientos
(excepto aquellos con hipoxia severa), el MgSO4 se
asocié con una reducciéon en la produccién de NO,
lo que refuerza su rol modulador del estrés nitrégeno
especifico.

Se ha demostrado que la NOS presente en macréfagos es
inducible. Los macréfagos no estimulados no tienen la
enzima, pero la activacion de estas células se acompafia
de la aparicion irreversible de la enzima iNOS.
Blanchette et al., (2003), evaluaron la participacion de
diferentes segundos mensajeros, en la regulacion de la
produccién de NO estimulada por IFN-y en macréfagos.
Estos investigadores observaron que todos los efectos
de reduccién en la regulacion en la producciéon de iNOS
se produjeron a nivel pretranscripcional, a excepcién
de NFkB, que parece ejercer su papel en la produccién
de NO a través de un evento iNOS-independiente.
Ademads, observaron que el mensajero STATla es
esencial para la expresion de iNOS inducido por el
IFN-y en los macréfagos y por ende en la produccién
de NO, mientras que la contribucion de NF«B a esta
regulacion celular parece ser minima (35).

En la preeclampsia, la remodelacion deficiente de las
arteriolas espirales durante el inicio del embarazo
favorece una isquemia placentaria. Esta condicion
incrementa el estrés oxidativo (incremento en la
peroxidacién lipidica, especies reactivas al oxigeno y
especies reactivas al nitrogeno), ademds de presentarse
una disminucién en la capacidad antioxidante por
parte del tejido placentario, por disminucién de la SOD
(superdxido dismutasa), GPx (glutatién peroxidasa) y
CAT (Catalasa). Simultdneamente, el incremento de
los niveles de estrés oxidativo en la placenta durante
esta patologia, beneficia la produccién de citocinas
proinflamatorias con la inadecuada produccién
de citocinas antinflamatoria (36). Ademds, el
establecimiento de la isquemia placentaria, permite que
los factores antiangiogénicos como el sFLT-1 (soluble
fms-like tyrosine kinase 1) aumenten en circulacion,
permitiendo que todos estos factores contribuyan al
establecimiento de un cuadro de disfuncién vascular
generalizado (20). Sin embargo, diversos estudios han
permitido conocer como la administracién de MgSO4
permite generar una disminucién de los niveles de
sFLT-1y endoglobina, asi como bloquear los receptores
de NMDA (N-metyl-D-aspartate) a nivel cerebral,
disminuir la produccién de citocinas inflamatorias, asi
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como la activacion de la sintetasa de NO, bloqueo de
arginasas y reduccion de los radicales libres (37).

Estos hallazgos sugieren que el MgSO4 podria modular
diversas vias celulares, tanto antioxidantes como
inflamatorias, al interferir en cascadas activadas por
citocinas proinflamatorias, especies reactivas y factores
antiangiogénicos como sFLT-1 (36-37).

Los resultados obtenidos consolidan el papel del
MgSO4 como modulador del estrés oxidativo en
condiciones inflamatorias y de hipoxia, simuladas
mediante explantes placentarios humanos. Su
aplicacion previa al estimulo patolégico mostré ser mas
efectiva, reduciendo significativamente los niveles de
TBARS y NO, lo que sugiere un mecanismo preventivo
y estabilizador de membranas celulares.

Estos efectos podrian explicarse por la interferencia
del MgSO4 en procesos dependientes del calcio
intracelular, como la activacion de enzimas oxidativas
y la desestabilizacién de fosfolipidos de membrana.
Asimismo, la modulacién de la actividad de la Ca**-
ATPasa y la posible reduccién de mediadores como
sFlt-1 refuerzan su potencial terapéutico en escenarios
de disfuncion placentaria.

Dado que el estrés oxidativo estd implicado en
multiples complicaciones gestacionales (entre ellas
la preeclampsia), estos hallazgos abren nuevas vias
para explorar el MgSO4 como agente adyuvante en
intervenciones clinicas dirigidas al tejido placentario.

El modelo experimental empleado, al reproducir
ambientes fisiologicos y patoldgicos en paralelo,
constituye una plataforma util para seguir investigando
los mecanismos moleculares y bioquimicos que
subyacen a su accién. Futuras investigaciones podrian
centrarse en caracterizar los receptores especificos, las
vias de sefalizacion implicadas y el impacto del MgSO4
en otros tipos celulares presentes en la placenta,
incluyendo inmunomoduladores, angiogénicos y
antioxidantes.
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